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RECHERCHES SUR LA FIEVRE RECURRENTE. 
haere Pan M. 1. SOUDAKEWITCH: 


Prosecteur d'anatomie pathologique a l'Université de Kieff, 


(Avec les planchés XIV, XV, XVI et XVII.) 


_ Les progres de la bactériologie, qui ont éclairé tant de faits 
importants de la pathologie des maladies infectieuses, n’ont jeté, 
malheureusement, qu’un faible reflet sur la fievre récurrente. 

-a rareté comparative d’épidémies de cette maladie dans 
VEurope occidentale @une part; de l’autre, Vimpossibilité de 
cultiver sonmicrobe, Vimmunité dont jouissent vis-a-vis de lui 
les animaux communs des laboratoires, et enfia 'imperfection 
de ses méthodes de coloration dans les tissus, voila les causes 
qui ont arrété le développement de nos connaissances sur la 
fiévre récurrente. 

Le spirille de cette maladie a été décrit pour la premiere fois 
par M. Obermeier, en 1873. Toute une série d’observations cli- 
niques a prouvé la présence réguliére des spirilles dans le sang 
des malades pendant l’accés, et leur disparition complete pen- 
dant l’apyrexie. 3 

Comment disparaissent-ils? Périssent-ils completement dans 
le sang méme, ou, ainsique d'autres microbes, se réfugient-ils 
dans divers organes? C’est en vain que nous chercherions une 
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réponse a ces questions dans les recherches pathologo-anato- 
miques des décades 70 et 80. Ces recherches contiennent la des- 
cription des modifications observées dans les divers organes, 
a l’autopsie des individus morts dans les différents stades de 
la maladie, mais elles ne disentrien ni sur le sort des spirilles, ni 
sur le réle qu’ils jouent dans les modifications observées. 

Il est vrai que déja, en 1874, M. Ponfick, se basant d’un 
coté sur les expériences faites par lui pour étudier le sort de 
différentes substances étrangeres, introduites dans le sang, et, 
d’un autre cté, s’appuyant sur l’étude du tableau pathologo- 
anatomique de la fievre récurrente, avait émis lhypothése que 
«les organismes filiformes », décrits par Obermeier, doivent se 
trouver dans les cellules de la pulpe de la rate. Mais M. Pon- 
fick ne parvint pas a le prouver, etil attribual’échec de ses mul- 
tiples efforts & la faible dimension des spirilles et au manque 
de réactifs spécifiques. 

Les auteurs ultérieurs ne font que reproduire la supposition, 
tres vraie et bien fondée, du reste, de M. Ponfick (Heidenreich, 
Litten). 

C’est en 1887 que la réponse aux questions posées ci-dessus 
fut donnée, pour la premiere fois, par M. Metchnikoff, qui pro- 
fila de la découverte. de Carter et de Koch sur la réceptivité des 
singes vis-a-vis de la fievre récurrente pour faire des recherches 
sur six de ces animaux. 

En sacrifiant ces singes & diverses phases de la maladie, 
et en étudiant leur sang et des préparations étalées des tissus 
de divers organes, M. Metchnikoff parvint 4 démontrer que l’on 
n’observe pas de phagocytose ni de destruction des spirillesdans 
le sang, ot ces parasites se trouvent pendant l’acces; il démon- 
tra qu’avant la crise les spirilles, qui sont parfaitement vivants, se 
rassemblent tous dans la rate et y sont englobés par les micro- 
phages, ou leucocytes & noyaux lobés. 

L’examen du foie, des reins, de la moelle des os, et des 
glandes lymphatiques y démontre toujours absence despirilles. 

Le passage des spirilles du sang dans la rate indique que la 
lutte est engagée entre cette derniére et les spirilles. Ce fait m’a 
poussé a profiter de l’épidémie de fitvre récurrente qui a sévi a 
Kieff, durant l’été de 1890, pour étudier le sort des spirilles 
dans les animaux dératés, 
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Jeme mis a l'étude de cette question d’autant plus volontiers 
que, quoique personne n’eit repris les expériences de Metchni- 
koff, on n’en avait pas moins fait de nombreuses critiques 
dans les journaux scientifiques, les dissertations et méme dans 
la presse générale. 

J’avais 4 ma disposition 6 exemplaires de singes de l’espece 
Cercocebus fuliginosus (Geoffr.). 

Je commengai mes observations par l'étude de la marche de 
la maladie chez les singes non dératés. Je fis quatre expériences 
dans ce but. 

L’injection du sang typhique (récurrent) était faite sous la 
peau, n'importe a quel endroit du corps, le plus souvent sur le 
dos, pres de la queue. 

Le sang était recueilli chez les malades a V’aide de pipettes 
en verre flambées, dont je chauffais le bout élargi et fermé; par 
refroidissement, le sang remontait en quantité suffisante. On 
obtenait le méme résultat a l’aide de sangsues. Quand elles 
avaient sucé le sang, je leur mettais sur le bout postérieur du 
corps un petit cristal de chlorure de sodium, ala suite de quoi 
elles laissaient écouler le sang que j’injectais alors au singe. 

Les températures étaient mesurées dans le rectum de 
3 46 fois par jour, et plus souvent encore, quand c’était néces- 
saire. La période d’incubation était généralement d'une durée 
de 3 jours, mais elle a été dans un cas, de 2 jours, et dans un 
autre de 6. — Deux des singes furent inoculés deux fois; chez 
Pun @eux la premitvre maladie passa inapercue, l’autre fut 
malade les deux fois et sa fiévre était tres marquée. Une fois ta 
maladie dura 4 jours et Vautre 2. L’intervalle des injections était 
de 15 jours. La durée des acces variait entre 2 et 4 jours. Je ne 
sais pas Si mes singes avaient des rechutes. Ce fait ne m’intéres- 
sait pas, et je m’en suis tenu aux assertions de Carter, Koch et 


Metchnikoff, qui n’ont toujours observé qu’un seulacces; aprés _ 


Vapyrexie il ne survenait qu’une légere et courte élévation 
de température, et le sang ne contenait plus de spirilles. 

Le deuxitme jour apres l’inoculation, je faisais des prépara- 
tions microscopiques avec le sang, et je les colorais d’apres 
la méthode Giinther. Ordinairement c’était dans la troisieme 
journée que l’on parvenait & trouver 1-2 spirilles; a partir de 
ce jour leur quantilé augmentait rapidement; Ja température 
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s’élevait jusqu’a 40, 41 et méme 42°; le 2° ou 3° jour apres la 
premiere constatation des spirilles, et une fois dépassé le maxi- 
mum de température, les parasites commengaient a disparaitre 
rapidement du sang, et la crise survenait (voir les traces 
4,2, det 4). 
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La maladie n’avait-qu’une faible influence sur!’état général des 
singes : ils devenaient lents, tristes et avaient moins d’appétit. 

Trois des singes malades furent sacrifiés par le chloroforme, 
a des divers stades de la maladie: le premier au 2° jour de 
Vaccés avec la température 40° 6 (tracé 1): le second, au 3° jour 
de la maladie avec la température de 37° 8 (tracé 2), et le 
3° a peu pres 10 heures apres la crise, avec la température 


‘de 38° 2 


Dans chacun de ces trois cas, on examinait a l’autopsie 
le sang des divers grands vaisseaux sur des préparations fraiches 
et colorées (d’apres Giinther) et les humeurs des divers organes, 
du foie, des reins, des ganglions lymphatiques, de la moelle 
des os, de la rate (coloration par le bleu de méthyléne phéniqué 


de Kithne}. 


‘ 


Des morceaux des différents organes, destinés pour des 
coupes, étaient conservés dans les liquides de Miiller et Flem- 
ming, et dans l’alcool d’apreés les regles communes. 

Chez le premier singe on ne trouva des spirilles que dans le 
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sang; ceux qu’on trouvait en quantité insignifiante dans les 
préparations faites avec le suc des organes provenaient évidem- 
ment du sang resté dans la préparation. 

Je réussis a voir dans le sang, pres de la veine cave infé- 
rieure, l’englohement des spirilles par les leucocytes & noyaux 
lobés. Je trouyai, 4 la suite d’un examen attentif sur des prépa- 
rations fixéesavec l’acide osmiquea } 0/0, et colorées par le violet . 
de gentiane aqueux, de 10 & 15 leucocytes renfermant des spi- 
rilles. La quantité des spirilles renfermés dans une cellule oscil- 
lait entre 1,3, et méme 6; ils étaient tantot isolés, tant6t entre- 
lacés en formant de petits amas. 
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Fig. 3. — Tracé 3. Fig. 4. — Tracé 4. 


Les spirilles contenus dans les cellules n’étaient pas tou- 
jours semblables entre eux : il y en avait qui étaient tres faible- 
ment colorés, presque imperceptibles. Les uns conservaient 
leurs ondulations, tandis que les autres avaient l’aspect d’un fil 
long ct droit; on observait des interruptions le long du fil, qui 
était divisé en 2, 3 troncons; au bout de certains fils, et quel- 
ques fois aussi dans leur parcours, on observait des petites gra- 
nulations fortement colorées. Dans quelquescellules, ces granu- 
lations étaient disposées hors des spirilles, et libres dans le pro- 
toplasme tantdt isolément, tant6t en petits amas. On trouvait de 
rares leucocytes, contenant des spirilles contournés en vrille, 
qui se dessinaient nettement dans le protoplasme cellulaire 
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environnant. Enfin, je dois encore indiquer des espaces clairs, 
tant6t ronds, tantdt ovales, délimités dans le protoplasme des 
leucocytes. Quelques-uns d’entre eux correspondaient a l’endroit 
occupé par les spirilles (vacuoles)? (Voir Planche XVI, fig. 8.) 

ll n’était pas douteux que les spirilles englobés par les leu- 
cocytes y subissaient des modifications régressives. 

La netteté de ces constatations me poussa a éludier, a ce 
pointde vue, le sang del’homme malade de la fievre récurrente 
mais je ne réussis 4 rien observer de semblable, malgré l’em- 
ploi des mémes méthodes techniques. 

L’examen du sang des deux autres singes y démontra 
Vabsence de spirilles; chez l'un d’eux (le 2°) ces derniers étaient 
contenus en grande quantité dans la rate et englobés dans 
ses microphages ; chez l’autre je ne parvins a les voir ni dans le 
sang, ni dans la rate, quoique de nombreux examens du sang 
de ce méme singe avant la crise en eussent fait découvrir 
un assez gand nombre. 

On trouvait quelquefois dans.les préparations de la rate des 
débris de spirilles, pour ainsi dire, hors des cellules, ou des 
amas de granulations dans les leucocytes; mais de tels tableaux 
étaient rares et peu probants, 

ll fallait done admettre que les spirilles, déja 10 heures 
apres leur disparition du sang, étaient si completement détruits 
par les phagocytes de la rate, quwil n’en restait presque aucune 
trace. 

Je me mis alors al’étude des organes durcis des trois singes; 
mon attention était surtout portée sur la coloration des spirilles 
dans les coupes. 

Comme je l’ai dit plus haut, nous n’avons pas jusqu’a pré- 
sent de bonnes méthodes de coloration des spirilles dans les 
lissus. 

Pourtant, en 1881, M, Koch avait obtenu leur coloration a 
aide de couleurs brunes d’aniline; mais, apres ce quil dit 
luirméme, « ces colorations ne sont pas assez intenses, de 
sorte que la démonstration des spirilles dans les coupes est une 
tache des moins faciles ». 

Pour prouver cependant la possibilité d’une coloration des 
spirilles dans les tissus, possibilité niée par beaucoup d’auteurs, 
M. Koch a joint & son article deux photogrammes, représentant 
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des coupes du cerveau d’un singe, inoculé de la figvre récur- 
rente et sacrifié au maximum de l’acceés. Autant qu’on peut le 
voir par ces figures, la coloration des spirilles laisse encore 
beaucoup a désirer. 

De tous les traités de bactériologie, ce n’est que dans celui 
de M. Hueppe que j'ai pu trouver une indication, peu précise 
pourtant, sur Ja coloration en question : «... les spirilles de la 
fievre récurrente peuvent étre bien décelés par les couleurs 
bleues de méthyléne; il est cependant indispensable d’éviter 
complétement les acides pour les différenciations. » 

Dans mon travail, je me suis adressé tout d’abord aux cou- 
leurs brunes (brun de Bismark, Vésuvine), mais je n’obtins que 
des résultats défavorables; je fus longtemps poursuivi par les 
mémes échecs en essayant diverses méthodes de colorations, 
qui échouaient toujours quand je voulais différencier les spirilles. 
Apres de nombreuses tentatives, je me suis enfin arrété a une 
méthode gui est dans une certaine mesure une modification de 
celle de Kuhne et que voici : 

I] faut éviter autant que possible Vinclusion des organes 
dans la celloidine, la paraffine ou dans la gomme; j’ai obtenu 
les meilleurs résultats sur les coupes, faites par le microtome 
de Reichert, avec des organes durcis dans le liquide de Miiller 
et ensuite dans l’alcool. 

Les coupes étaient d’abord colorées dans du carmin borique, 
puis différenciées dans le liquide décolorant de Orth (30 parties 
d’eau, 70 parties d’alcool et 1 partie d’acide chlorhydrique) 
ensuite Javées 4 l’eau et laissées 12 a 24 heures dans une solu- 
tion de bleu de méthylene, obtenue en ajoutant dans un verre 
de montre rempli d’eau distillée, 3 a 4 gouttes d’une solution 
de bleu de méthyléne phéniqué (le bleu de méthyléne sec était 
dissout dans de l’eau phéniquée a 5 0/0). En sortant de ce 
liquide, les coupes étaient plongées une seconde dans de l’alcool 
a 95°, coloré par du bleu de méthyléne; ensuite dans de I’huile 
daniline colorée, puis dans de Vhuile incolore; enfin elles 
étaient lavées dans de l’essence de cedre et montées au baume 
de Canada. 

La coloration des spirilles était beaucoup plus intense dans 
les coupes colorées antérieurement par le carmin, de sorte que 
ce dernier servait en méme temps de mordant. 
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Cette méthode ne saurait étre regardée comme tout a fait 
suffisante, parce que tous les éléments de la préparation étaient 
colorés d’une seule teinte. Néanmoins les spirilles étaient assez 
colorés pour qu’on put les voir sans trop de difficulté (a Vaide 
du systsme apochromatique de Hartnak — 2,0™™, et le 3°. 
ou 4° oculaire), et se faire une idée assez exacte de leur quan- 
tilé et de leur localisation. Malgré de nombreuses tentatives, 
je ne parvins pas a décolorer les éléments des tissus et a 
obtenir une coloration double. 

En colorant de la manitre décrite les coupes de la rate, du 
foie, de la moelle des os (celle-ci dans de la celloidine), du 
cerveau, des poumons et des ganglions du premier singe, je 
trouvais toujours des spirilles dans les vaisseaux sanguins; 
dans aucun des organes on n’en trouva au dehors de ceux-ci. 
On ne constata non plus aucune trace de modification dans le 
tissu interstitiel des organes. La tendance des parasites a 
s'accoler assez étroitement aux parois des vaisseaux, et a 
former des encheyétrements plus ou moins grands qui, quel- 
quefois, bouchent complétement le vaisseau, suffisait & expli- 
quer l’apparition de thrombus uniquement dus aux parasites 
et le développement d’infarctus. 

Chez le deuxiéme singe, c'est dans la rate seule que l’on 
trouva des spirilles. Sur les coupes on pouyait voir qu’ils se 
rassemblaient exclusivement a l’intérieur des corps de Malpighi; 
il n’y avait point de spirilles libres — ils étaient tous contenus 
dans l’intérieur des microphages. I était beaucoup plus difficile 
d’observer les modifications subies par les parasites a Vintérieur 
des cellules sur les coupes que sur les préparations étalées. 

Dans tous les cas, ici aussi on pouvait souvent constater la 
disparition des ondulations, et voir les granulations colorées, 
disposées tantOt aux bouts, tantdt sur le parcours des spi- 
rilles. 

Les organes du troisitme singe ne contenaient pas de spi- 
rilles ; je ne veux pas dire qu'il n’y en avait pas de traces dans 
la rate ; mais les tableaux observés, sans stades intermédiaires, 
n’étaient pas probants. 

M’étant ainsi convaincu de la marche typique de la fiévre 
récurrente chez les singes du genre donné, et du rdle impor- 
tant et exclusif réservé a la rate, dans l’évolution de cette mala- 
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die, je pouvais me mettre al’étude du point principal, a celle 
de la maladie chez les singes dératés. 

_ J’ai fait deux expériences sur les singes dératés; elles ont 
eu des résultats différents, mais en méme temps, et heureu- 
sement, tellement précis, que je crois pouvoir m’appuyer sur 
elles, malgré leur diversité, pour en tirer des conclusions déter- 
minées. Dans les deux expériences, l’extirpation de la rate fut 
faite avec toutes les regles antiseptiques, par mon collégueestimé 
M. P. Sapiégko. Je lui présente mes remerciements sinceres 
pour son concours précieux. 


[re EXPERIENCE. 


Le 2 aout, un singe male, bien portant, fut dératé. Il fut 
malade pendant les deux premiers jours aprés l’opération ; il 
restait sans bouger, le dos vouté, ne mangeant pas, et ayant 
parfois le hoquet. I! commencea a manger le troisiéme jour, et le 
cinquiéme se rétablit completement, redevint vif et gai. Sa tem- 
pérature oscillait entre 37 et 38°. La plaie avait guéri par pre- 
miére intention. 

Vingt-quatre jours apres on lui inocula, ainsi qu’a un 
autre singe témoin, 0,5¢¢ de sang, contenant des spirilles 
vivants, retiré d’un malade pendant le deuxieme jour de 
Pacces. L’inoculation fut faite sous la peau, dans laine 
gauche. 

L’incubation fut, chez les deux singes, dune durée de 
trois jours; les spirilles apparurent dans le sang du ,témoin 
pendant le quatriéme jour, et sa température s’éleva. L’accés 
dura pendant trois jours, accompagné de températures relati- 
vement basses : le soir dutroisiéme jour de l’accés, la température 
était de 38° 3, le Ilendemain matin de 36°7, et les spirilles dis- 
parurent : l’animal. était rétabli. 

Chez le singe dératé, les spirilles furent constatés aussi le. 
quatriéme jour, mais sa température était tres basse, — 34° 8 le 
matin et 37° 2 le soir, — et il était évidemment malade. Les 
jours suivants, la température présentait de méme des oscilla- 
tions brusques (tracé 5). 

Le cinquiéme jour, la quantité des spirilles augmenta un peu, 
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le singe n’avait pas d’appétit. Les six, sept et huitieme jours, la 
quantité des spirilles avait augmenté visiblement; le singe était 
tres malade, ne mangeait plus du tout, et restait étendu sur le 
ventre. Enfin le huititme jour, a 2 heures de l’aprés-midi, il 
succomba, ayant loujours une température aussi basse — 34°7. 
L’autopsie fut immédiatement faite. } 

Mon étonnement fut grand en constatant que le sang, pris 
dans la veine cave inférieure, présentait pour ainsi dire un 
enchevétrement de spirilles; on peut dire sans exagération que 
leur quantité était égale a celle des globules sanguins, sinon 
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plus grande encore; les spirilles étaient disposés tantdt isolé- 
ment, tantot parallélement en forme de flagelles, tant6dt, et 
c’était le cas le plus fréquent, en amas étoilés, chaque amas 
élant composé d’une masse énorme de spiriles (pres de 100) ; 
ceux-ci étaient tous unis par un de leurs bouts, formant ainsi 
le centre de l’étoile, et ayant les autres bouts libres et rayonnant 
a la périphérie (voir la planche XIV, fig. 1). Déja en 1877 
M. Heidenreich avait observyé de pareilles étoiles chez deux 
malades; il avait remarqué que la condition indispensable de 
leur formation était l'état de circulation ralentie du sang; voila 
pourquoi ces étoiles se forment facilement en dehors de Vorga- 


nisme; quant aux deux malades chez lesquels elles s’étaient 


formées, ace qu’il croit, dans lorganisme méme, ce fait peut étre 
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expliqué par la gravité de la maladie, accompagnée d’une circu- 
lation affaiblie : pouls faible et accéléré, extrémités froides, 
phénomenes de cyanose, etc. 

A Vautopsie du singe on constata ce qui suit : 

Il ya un enfoncement assez profond, du diambtre de 0,7 cen- 
timétres, dans !’os pariétal droit (de provenance traumatique?). La 
partie intérieure de l’os, correspondant a l’enfoncement, n’est 
pas soudée a la dure-meére; Je cerveau n’est pas modifié; les 
poumons sont intacts; le coeur n’est pas contracté, ses cavités 
sont remplies de coagulations en partie sanguines, et en partie 
fibrineuses. Uncorps arrondi, dela dimension de 16 millimétres 
endiamétre, d'une couleur rouge mat, est disposé dans l’hypo- 
condre gauche, derriére l’estomac; il est soudé a ia paroi pos- 
térieure de Vestomac par un épais tissu cicatriciel qui se 
répand en partie sur le diaphragme. ; 

La coupe de ce corps présente un fond d’un rouge intense 
foncé, sur lequel sont disséminés, en quantité, de petits nodules 
jaunes, blanchatres, de Ja dimension depuis un point jusqu’a 
une téte d’épingle. Sur une des coupes de ce corps, on recon- 
nait un cone de forme assez réguliere, de couleur cerise foncé, 
dont la base est renversée du cdté de la capsule; le centre du 
cone est un peu plus pale gue sa périphérie; il a 3 centimétres 
depuis sa base jusqu’au sommet. Les reins sont modérément 
remplis de sang, Ja couche corticale est légerement trouble. Le 
canal digestif est vide et ne présente pas de modifications. Le 
foie est modérément rempli de sang. 

La moelle des fémurs et des tibias est d'une couleur rose 
pale. Les divers ganglions ne sont pas hypertrophiés. Sans 
aucun doute le corps, disposé derriere l’estomac, n‘était autre 
chose qu'une petite rate supplémentaire hyperplasiée que |’on 
n’avait pas apercue pendant l’opération. 

Les préparations étalées des divers organes, surtout de la 
moelle des os et des ganglions, ne présentaient point de phago- 
cytose : partout on trouvait des spirilles libres. Par contre, 
sur les préparations étalées de Ja petite rate (les dimensions de. 
la rate normale des singes étaient de 4°,5 de long et 2 centimetres 
de large) on voyait les tableaux les plus variés de phago- 
cytose : on trouvait des microphages dont le protoplasme était 
presque complétement rempli de spirilles. Quelques-uns des 
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parasites avaient perdu leurs ondulations, et on voyait sur leur 
parcours, ou libres dans le protoplasme, des granulations colo- 
rées (voir la planche XV, fig. 1-6). Sur les coupes du foie, des 
reins, des poumons et du cerveau, colorées par la méthode 
décrite, on rencontrait dans les vaisseaux sanguins beaucoup 
plus de spirilles que chez les singes non dératés; en certains 
endroits ils étaient disposés dans les vaisseaux en amas en 
forme de faisceaux ou de flagelles, qui emplissaient presque la 
coupe transversale du vaisseau. On constatait la méme chose 
dans la moelle des os et les ganglions, ot il n’y avait pas non 
plus d’englobement de spirilles. D’autant plus frappantes étaient 
les préparations de la petite rate supplémentaire, sur lesquelles, 
malgré l’insuffisance des méthodes de coloration, on voyait une 
lutte intense entre les éléments cellulaires et les spirilles. 

Déja avant la découverte. des spirilles, divers auteurs avaient 
remarqué que la rate des individus morts pendant la crise ou 
Vapyrexie présentait des modifications caractéristiques. Ces 
modifications consistaient en une hypertrophie des corps de 
Malpighi et en une formation d’amas Jeucocytaires, parsemés 
dans la pulpe de la rate. Chaque acces de la maladie est accom- 
pagné d’une formation nouvelle de ces amas, tandis que les 
amas précédents subissent des modifications régressives. De 
sorte que l’examen de la rate peut fournir des données pour 
préciser si la mort de lindividu est survenue aprés un ou plu- 
sieurs acces. 

Déja en 1870 M. Roudneff avait donné le nom de lymphomes 
inflammatoires aux formations leucocytaires décrites. M. Pon- 
fick les croyait pathognomoniques pour la fievre récurrente. 

La simple comparaison de la rate extirpée chez le singe nor- 
mal avec celle du singe tué au maximum de l’accés ou ‘surtout 
pendant la crise, démontrait nettement le développement intense 
de ces lymphomes chez ce dernier; ce développement était tel- 
lement énergique dans la petite rate supplémentaire, que les 
lymphomes y étaient disposés littéralement les uns sur les 
autres. 

L’examen microscopique démontra que les lymphomes sont 
constitués par des leucocytes pressés les uns contre les autres; 
une arlére est disposée quelquefois a leur centre, et la périphérie 
est souvent entourée par un grand amas de globules rouges. La 
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dimension des lymphomes est différente : les uns sont petits et 
s’effacent peu a peu dans la pulpe environnante, les autres sont 
plus grands et assez nettement délimités. Les éléments cellu- 
laires, faisant partie de lamas, sont si rapprochés les uns des 
autres que le stroma est complétement imperceptible. Par-ci, 
par-la, on trouve entre eux de grandes cellules & grand noyau 
rond et 4 protoplasme finement granuleux (macrophages). Mal- 
gré la guantité de leucocytes nouvellement formés, les tableaux 
de mitose sont comparativement trés rares. 

Les spirilles étaient tres abondants dans tous les vaisseaux 
sanguins de la préparation, mais c’était surtout dans les poches 
veineuses de la périphérie des corps de Malpighi qu’ils étaient 
nombreux. 

Dans les lymphomes mémes, on ne trouvait que rarement 
des spirilles libres; ils étaient tous englobés dans les micro- 
phages. Leur nombre était surtout grand dans les macrophages, 
qui avaient alors l’aspect d’un amas épais de spirilles, repous- 
sant de cdté le noyau ou le recouvrant complétement. 

Les phénoménes de phagocytose n’étaient pas également 
répartis dans tous les lymphomes : dans les uns ils étaient trés 
nets, dans les autres, peu marqués, enfin dans d’autres, ils 
étaient completement absents, les cellules ne contenaient pas 
de parasites, mais elles étaient elles-mémes plus ou moins for- 
tement modifiées. Leur protoplasme était trouble, leurs noyaux 
se coloraient mal, et on observait entre les cellules des dépéts 
de masses exsudatives qui se coloraient assez fortement en bleu 
foncé par la méthode décrite. Sur les préparations traitées par 
le liquide de Flemming, le protoplasme de certaines cellules 
présentait une dégénérescence graisseuse, la cellule et le noyau 
étant remplacés par un amas de détritus. 

L’aspect macroscopique et les modifications microscopiques 
observées par moi sur la petite rate supplémentaire ressemblent 
beaucoup aux descriptions, faites par divers auteurs, des cadavres 
des individus morts de la fievre récurrente (Kiittner, Ponfick, 
Lubimoff, Pouchkareff, etc.). Cette ressemblance est encore aug- 
mentée par le foyer conique décrit dans la petite rate, et que 
Vexamen microscopique a démontré n’étre autre chose qu’un 
infarctus hémorragique. En laissant de cété les explications 
données de ces infarctus (Kuttner, Erichsen, Ponfick et d’autres), 
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je crois plus simple de les attribuer 4 des thrombus formés par 
les spirilles qui bouchent ainsi les petits faisceaux veineux. 

Je ne m/’arrélerai pas a la description des observations 
microscopiques des autres organes de ce singe, car ils ne 
présentaient rien de caractéristique que des faibles indices 
d@inflammation parenchymateuse. 


Il? EXPERIENCE. 


Le 26 septembre, on extirpa larate 4 un singe male, grand et 
bien portant. Il s’était rétabli aprés’opération aussi vite que le 
premier. La plaie s’était guérie par premiere intention. 

Vingt jours aprés l’opération, le 14 octobre, on lui inocule 
sous la peau de l’aine gauche, 0°,5 de sang contenant des 
‘spirilles, sang vetiré d’un malade le 3° jour de lacces. : 

La période d’incubation a duré pres de 4 jours. Les premiers 
spirilles furent trouvés le 5° jour aprés Vinoculation, la tempé- 
rature étant de 37°3. Latempérature de ce singe était plus élevée 
en général que celle du premier, mais elle ne dépassait pas 
pourtant 38°. (Tracé 6.) La ies des spirilles avait augmenté - 
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lig. 6. — Tracé 6, 


pendant la 6° journée; elle était grande pendant le 7° jour; le 
‘singe était malade; de méchant ih était devenu paisible et doux ; 
il ne mangeait pas, restait immobile, le dos voité. Sa tempéra- 
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ture était montée & 38°, mais elle commenca & baisser vers le soir 
et continua de le faire pendant le 8° et le 9° jours; le sang con- 
tenait une énorme quantité de spirilles; le singe restait étendu 
sur le ventre et succomba a 6 heures du soir dans la 9° journée, 
ayant une température de 349, 

Le sang des divers vaisseaux contenait d’immenses quan- 
tités de spirilles, quantilés plus grandes encore que dans 
la 1" expérience. On ne rencontrait point du tout d’amas 
étoilés; les amas se présentaient en forme de boules ou 
pelotes irréguliéres. 

L’autopsie démontra ce qui suit : la plaie du ventre s’était 
complétement refermée; la quantité du sang dans le cerveau 
était modérée; le ceeur non contracté; toutes ses cavilés ainsi 
que les grands vaisseaux sanguins, remplis de caillots-en partie 
décolorés. 

Les poumons contenaient une grande quantité d’infarctus 
rouge foncé, de ladimension d’une téte d’épingle jusqu’a celle 
d’un noyau de cerise. Dans l’hypochondre gauche au-dessous 
et en partie derriére ]’estomac, une péritonite purulente localisée. 
Un faisceau vasculaire de la rate extirpée, avecles restes des liga- 
tures, était contenu dans la cavité purulente, qui avait la dimen- 
sion d'un haricot. Pas de trace de Ja rate. Les reins sont quelque 
peu hypertrophiés; la couche corticale épaisse; le foie contient 
beaucoup de sang, son bord antérieur est un peu arrondi; etily 
aune périhépatite étoilée sur la surface convexe du lobe droit. La 
muqueuse de l’estomac est gonflée et recouverte d’une mucosité 
gluante; la portion pylorique présente une hémorragie de la 
dimensiva d’une téte d’épingle. Les intestins sont vides; la 
muqgueuse de l'intestin gréle est recouverte dans tout son 
parcours de nombreuses. hémorragies punctiformes; les gros 
intestins sont fortement contractés; on observe aussi des hémor- 
ragies sur leur muqueuse, mais elles sont moins nombreuses 
quoique plus grandes. Il y a un petit foyer hémorragique dans 
le testicule droit. 

Les ganglions des aines, des aisselles, du péritoine, des 
bronches, sont hypertrophiés, hyperémiés, d’un rouge cerise 
en certains endroits. 

La moelle du fémur est rouge et déborde sur l’incision de 
l’os, tandis que celle du tibia est pale, légerement jaunatre. 
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Les préparations étalées séches ne présentent aucun phéno- 
mene de phagocytose; les spirilles sont partout nombreux et 
libres. Dans toute une série de préparations faites avec le sang 
et la moelle des os, je n’al trouvé que plusieurs microphages 
contenant des spirilles. Le pus de l’abcés du péritoine nen con- 
tenait pas du tout. 

L’étude des coupes faites avec les organes durcis donna les 
mémes résuliats. Autour des foyers hémorragiques du poumon 
et de Vintestin, les vaisseaux étaient presque complétement 
bouchés par les spirilles. La couche endothéliale des vaisseaux 
des divers organes était gonflée, trouble, elle s’insinuait dans le 
canal du vaisseau; quelquefois plusieurs cellules de cette couche 
étaient détachées et disposées librement dans le canal du 
vaisseau. 

Cette modification de l’endothélium s’accordait tout a fait 
avec les observations multiples de cellules endothéliales 
détachées, que |’on trouvait dans le sang avant et tout de suile 
apres la mort. : 

Dans les ganglions on observait, a cdté de la dilatation vascu- 
Jaire, des phénoménes d’hyperplasie; par-ci par-l& on trouvait 
des tableaux de mitose, mais il n’y avait nulle part de spirilles 
dans les cellules. 

Les autres organes parenchymateux, comme dans la premiére 
expérience, ne présentaient aucune modification caractéris- 
tique. 

Tels sont les résultats de mes expériences. La littérature 
nous présente déja des observations analogues aux miennes. 

Ainsi, en 1888, M. le professeur Kourloff avait inoculé a des 
lapins dératés le charbon, le rouget du pore, le choléra des 
poules, le streptococcus erysipelatis, etc. Cet auteur déduit de ses 
expériences assez nombreuses, que « le réle de la rate, dans la 
lutte de l'organisme avec les parasites qui l’envahissent, n’est 
nullement plus important que celui de tous les autres organes. 
C’est leur ensemble et non pas un organe ou un.tissu quelconque 
qui lutte contre l’envahisseur ». 

Knsuite, en 1889, M. Bardach avait inoculé le charbon au 
chien, animal peu sensible a cette infection. Sur 25 chiens 
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M. Bardach croit que le réle de la rate dans la lutte contre l’in- 
fection est prouvé. 


Mes expériences sont tr’s peu nombreuses en comparaison 
de celles qui viennent d’étre citées. Néanmoins je crois pouvoir 
leurattribuer une certaine importance, et j’attire surtout l’atten- 
tion sur le fait que les résultats obtenus ne sont pas accidentels 
et inatlendus, mais correspondent rigoureusement et découlent 
méme des données pathologo-anatomiques obtenues sur la 
fievre récurrente par M. Metchnikoff. 

En étudiant les différentes maladies infectieuses, nous 
obseryons que ce sont divers organes qui prennent part a la 
lutte engagée entre l’organisme et les microbes. C’est tantot 
dans l'un, tantOt dans l’autre des organes, suivant leur richesse 
en phagocytes, que les microbes se localisent. La netteté de ces 
phénomenes de lutte est surtout grande dans des maladies chro- 
niques, comme par exemple, la lepre, ot, non seulement les 
organes, mais méme les tissus nerveux et osseux ne sont ni 
ménagés, ni exclus de la lutte. Dans d'autres maladies, comme 
le typhus abdominal, le rdle principal dans cette lutte appartient 
a la rate. 

Nous avons vu que dans la fievre récurrente la lutte avec les 
spirilles s’accomplit exclusivement dans larate : c’est dans celle- 
ci que se rassemblent les spirilles avant la crise, et c’est la aussi 
ot ils sont englobés et détruits par les microphages. 

L’organisme dératé présente un milieu favorable a la culture 
des spirilles; ceux-ci s’y propagent librement, sans que ni les 
ganglions, nila moelle des os, ui le foie, ni méme les cellules 
endothéliales des vaisseaux, qui sont pourtant en communica- 
tion intime avec les spirilles, puissent le défendre des parasites, 
qui envahissent de plus en plus Je sang. 

Les doutes,émis par M. Baumgarten au sujet de l’application 
de la théorie phagocytaire a la fiévre récurrente, sont donc tout 
a faitsans fondement; au contraire, on peut affirmer, en se ser- 
vant des paroles de M. Metchnikoff, que « le meilleur choix que 
l'on puisse faire pour prouver la théorie phagocytaire, est 
l'étude de la fitvre récurrente ». Bien que les leucocytes du sang 
ne prennent pas une grande part dans la lutte de l’organisme 
avec les spirilles, il n’en est pas moins inexact de dire, comme 
M. Baumgarten l’a souvent fait, que dans la fiévre récurrente 

36 
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«jamais aucun des microbes n'est ni digéré, ni méme seulemen 
englobé par les globules blancs ». & 

Pour expliquer le fait que les spirilles ne sont englobés par 
les leucocytes que dans la période précédant la crise, et non au 
début méme de l’acces, M. Baumgarten admet que, vers cette 
époque, les microbes périssent ou sont préts a périr. 

Les expériences de M. Metchnikoff, ainsi que les observations 
de beaucoup d’auteurs ne sont pas d’accord avec cette maniére 
de voir; et, ce qui en démontre encore |’inexactitude, c’est mapre- 
mire expérience, dans laquelle nous avons vu, d'un cdté, dans 
le sang, des spirilles vivants, & mouvements tres rapides, et 
d’un autre, des amas entiers de spirilles 4 /’intérieur des micro- 
phages de la rate. 


En méme temps que je faisais des expériences sur les singes, 
je tachais de rassembler des matériaux pathologo-anatomiques 
sur des cadavres d’individus, morts de la fiévre récurrente. Je 
recherchais naturellement, surtout, les cas ot la mort était sur- 
venue pendant la crise ou bientét apres. Malheureusement je ne 
pus en trouver a celte époque, l’épidémie n’amenant qu'une 
mortalité tres faible. Mais au mois d’octobre, mon collégue, 
M. le docteur Nédelsky me procura la rate, le foie, les reins et le 
ceeur dun vieillard, ayant eu une maladie fébrile (le sang n’avait 
pas 6lé examiné), et mort, bient6t apres un abaissement critique 
de température, dans l’hépital militaire de Kieff. Malheureuse- 
ment je ne puis présenter ici l’histoire compléte de la maladie. 

L’étude des organes démontre ce qui suit : dégénérescence 
graisseuse de la. musculature du cceur; inflammation paren- 
chymateuse du foie et des reins; rate tres hypertrophiée, 19 centi- 
métres de long; sa capsule fortement tendue. 

La coupe de la pulpe, d’une coloration brun rouge foncé, est 
flasque; les travéessontcompletementinvisibles; mais, par contre, 
il y aune assez grande quantité de nodules blancs jaunatres, de 
la dimension ane téte d’épingle jusqu’éa un grain de millet, 
parsemés dans toute la rate. En certains endroits ces nodules 
sont rares : en d’autres, ils sont plus resserrés, en petils amas. 

L’aspect macroscopique de la rate était tellement caractéris- 
tique, qu'il n’y avait aucun doute sur ce que la maladie de l’in- 
dividu n’était autre chose que la fievre récurrente. 
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Une grande quantité de préparations élalées de la pulpe de 
la rate, préparations colorées par le bleu de méthyléne phéniqué, 


_he présentérent jamais de spirilles; par contre, on trouvait dans 


chaque préparation, faite avec les nodules, — corps de Malpighi, 
— des leucocytes, contenant des spirilles nettement visibles. 

Deux cellules semblables sont représentées sur la planche XV, 
figures 7 et 8. 

Je n'ai pu obtenir de préparations démonstratives avec les 
coupes colorées par la méme méthode, et faites avec la rate 
durcie et conservée; cela doit tenir & ceque l’organe n’était plus 
suffisamment frais. . 

Quoi qu'il en soit, vu les observations de M. Birch-Hirschfeld 
(en 1874), sur les spirilles (vivants?) dans les corps de Malpighi, 
et celles de M. Lubimoff (en 1884), sur le méme sujet, nous 
pouvons admettre que les relations entre les phagocytes et les 
spirilles sont les mémes chez homme que celles décrites chez 
le singe par M. Metchnikoff. 


EXPLICATION DES FIGURES. 


PLANCHE XIV 
Fic. 1. — Sang dun singe dératé. Les spirilles sont distribués en forme 
d étoiles. Coloration par le violet de gentiane, Hartnack, systeme9, oculaire3. 
Fig. 2. — Sang du second singe dératé. Les spirilles sont distribués sans 
ordre quelconque. Méme coloration et méme grossissement. 


PLANCHE XV 
Fie. 1, 2,3, 4,5 et 6. — Leucocytes de la rate supplémentaire, renfermant 
un grand nombre de spirilles. Coloration parle bleu de méthyléne phéniqué. 
Hartnack. Apochrom. 2, 0, ocul. LV. 
Fig. 7 et 8. — Deux leucocytes d’un corps de Malpighi de la rate 
humaine, Méme coloration et méme grossissement. 
PLANCHE XVI 
Leucocytes polynucléaires du sang, renfermant des spirilles englobés. 
Coloration par le violet de gentiane. Hartnack. Apochrom, 2, 0; ocul. IV. 
Fic. 5 et 8. — Montrent aux points signalés par des traits la fragmenta- 
tion des spirilles en parties. 
Fic. 7 et 8.—Montrent les granules colorés sur le parcours des spirilles. 
Fic. 7. — Montre les granules disséminés dans le protoplasme du leuco- 
cyte et les vacuoles contenues dans ces cellules. 


PLANCHE XVII i 
Fic. 1 et 2. — Deux photogrammes de leucocytes du sang renfermant des 
spirilles englobés. 


SPIROCILETA ANSERIMA EP TA SEPTICEMIE DES OIES 


Par M. N. SAKHAROFF, be Tiruis. 


(Avec les deux photogrammes, fig. 3, 4 de la Pl. XVII.) 


Dans certaines stations du chemin de fer transcaucasien 
apparait chaque été une maladie qui fail périr presque toutes les 
oies. Ces stations se trouvant dans les régions les plus palu- 
déennes, j’ai étudié l’an dernier le sang des oles qu’on en avait 
rapportées, dans la pensée de trouver les amibes de la malaria. 
A ma grande surprise, je n’y ai trouvé gue des spirochétes que 
j'ai montrées a la Société médicale du Caucase, le 2 octobre 
1890. J'ai pu, cette année, ajouter a mes observations quelques 
données nouvelles, la maladie ayant reparu vers la fin du mois 
de mai. 

Cette maladie ressemble au typhus. L’oie malade cesse de 
manger, reste assise, montre une apathie dont rien ne peut la 
faire sortir. Cela dure une semaine, ou plus, et elle meurt d’é- 
puisement, apres avoir présenté, dans le cours de la maladie, 
des températures de 42°,5-43°, 

Certaines oies ont de la diarrhée et les jointures des pattes 
si sensibles qu’elles crient au moindre contact. 

A la dissection, on constate un grand amaigrissement, la 
dégénérescence graisseuse du ceeur et du foie, sur lequel on 
voit des granulations jaundtres de la grosseur d’un grain de 
millet et de consistance caséeuse. La rate est molle et se brise 
sous le doigt. Au microscope, ni les organes, ni le sang ne pré- 
senlent de microorganismes. 

Il en est tout autrement sur l’animal vivant. Au commence- 
ment de la maladie, on trouve dans le sang des spirochetes sem- 
blables a ceux de la fidvre a rechutes. 

Il faut faire avec soin la préparation, car ces spirochetes 
sont tres délicates et s’écrasent facilement entre les deux verres 
du microscope. Leurs mouvements les dérobent parfoisa l’obser- 
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vation. D’autres fois, on ne sait pourquoi, on ne les voit pas, 
alors qu’elles existent, et qu’il suffit de les colorer pour les 
apercevoir. 

Leur forme la plus facilement visible est celle de pelotons 
qu’elles prennent quand la maladie est &son plus haut degré. La 
partie centrale du peloton est formée de spirochetes entrelacées,et 
tout autour on voit sortir, sous forme de rayons, des spirochetes 
en fils simples ou réunis a la facon des brins d’une ficelle. Tous 
ces rayons s’agitent, la masse change de place, et donne I’illu- 
sion d’un organisme unique occupant quelquefois tout le champ 
du microscope et visible avec les objectifs les plus faibles. 
Aussi faut-il, pour éviter de disloquer ces ensembles, laisser 
couler librement le sang, sans presser la griffe de l’oie qui le 
fournit. 

Ces spirochétes, quandelles sont libres, ont des mouvements 
analogues aceux de Sp. Obermeicri, cest-a-dire qu’elles peuvent 
se mouvoir sans tourner autour de leur axe longitudinal, avec 
une immobilité complete des spires, et évidemment grace a des 
cils invisibles aleurs deux extrémités. La longueur et le nombre 
des tours de la spire sont aussi variables que dans le spirille du 
typhus a rechutes, mais il y a ici plus de grosseur et un peu 
moins d’élasticité. Ges spirochetes ne se conservent guére qu une 
ou deux heures dans les préparations. 

Quand la spirochéte est génée dans ses mouvements, ceux-ci 
deviennent si variés qu’il est impossible de les décrire, mais 
n’ont jamais le caracteére flexueux, en lanibre de fouet, de ceux 
du Polimitus hominis ou avium. 

Ce microbe différe encore du Vibrio Meichnikovii, qu'on 
trouve également dans le sang sous forme de spirales, en ce 
qu'il est toujours spiraliforme, tandis que la forme dominante 
du Vibrio Metchnikovii est celle de bacilles courbés. Le caractére 
dela maladie, le résultat des inoculations et des dissections, tout 
est tres différent avec les deux microbes. Je crois donc pouvoir 
considérer le mien comme une espéce nouvelle, et comme on le 
trouve presque exclusivement dans les oies, je l’ai appelé Spi- 
rocheta anserina, le rapprochant ainsi du Sp. Obermeieri, dont 
il ala forme, qui habite comme lui le sang, et peut, comme lui, 


étre inoculé et donner une maladie typhoide. 
La présence de ces Sp. anserina des le commencement de la 
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maladie, alors méme que l’oie semble encore bien portante, 
leur multiplication graduelle jusqu’au moment ou ils forment 
les pelotons dont j’ai parlé, et leur diminution et leur dispa- 
rition Ja veille de Ja mort de l’oiseau, tout cela temoigne de leur 
relation avec la maladie. Mais ce qui le démontre mieux en- 
core, ce sont les expériences d’inoculation. Apres avoir introduit 
une petite goutte du sang d’une oie malade, contenant des 
spirochetes, dans un tube capillaire, je piquais ce tube sous la 
peau d’une oie saine, et je l’y cassais.. Invariablement !’oie 
est devenue malade 4 4 5 jours apres l’inoculation : une seule a 
attendu le 10° jour. Toutes avaient dans le sang des spirochetes. 
Sur huit expériences, j’ai eu. huit succes. 

Sur 2 poulets inoculés de la méme facon, un seul a présenté 
des spirochetes dans son sang, le quatritme jour aprés !’inocu- 
lation. Il s’est rétabli ensuite. 

L’inoculation de 4 pigeons et de moineaux est restée sans 
résullat. 

Je n'ai réussi & cultiver ces spirochétes sur aucun milieu 
artificiel. On sait qu’on n’a pas été plus heureux avec le Sp. 
Obermeieri. J'espere que la découverte d’un nouveau membre 
de la famille aidera a nous faire connaitre Vhistoire du dévelop- 
pement des spirochetes du typhus a rechutes, encore inconnu!. 
C’esl, en toul cas, ce qui me pousse a continuer ces recherches. 


PLANCHE XVII 
Fic. 3 et 4 représentent les spirilles dans le sang des oies malades. 


4. J'ai reconnu l’inexactitude des observations que javais publiées sur le déve- 
loppement du Sp, Obermeieri des. plasmodies. J’avaiseu affaire, sans m’en douter, 
i des cas de flevre a rechutes, compliqués de malaria. C’est pourquoi j’avais 
trouvé dans le sang des malades des spirochetes avec des plasmodies, et des leu- 
cocytes mélanifores. M. Karlinski a décrit deux cas pateils. (Fortschr. d. Medicin, 
juin 1891.) : 


RECHERCHES 
NER LACCOUTEMANCE AUX PRODUITS MICROBIENS 


Par MM. Et. METCHNIKOFF er T. ROUDENKO. 


Pour expliquer les phénoménes si remarquables de l’immu- 
nité vis-a-vis des maladies infectieuses, acquise a la suite de 
vaccinations préventives, on a souvent invoqué l’analogie avec 
Yaccoutumance de l’organisme aux différents toxiques, tels que 
la morphine, Varsenic, etc. On s’est demandé ensuite si cette 
accoulumance devait étre attribuée a toutes les cellules de l’ani- 
mal vacciné, ou bien seulement 4 quelqueséléments spécifiques 
de l’organisme. Ainsi, un de nous a émis Ja supposition que 
c’étaient principalement les cellules phagocytaires, comme 
organes de la résistance de l’organisme contre les microbes in- 
fectieux, qui s’accoutumaient aux toxines pendant la vaccina- 
tion. De Bary, en s’associant a cette manitre de voir, lappuya 
sur l’analogie de ces phénoménes avec « l’accoutumance 
du plasmode des Myxomycétes au contact et probablement 
aussi a l’'englobement des corps dont il s’éloignait avec énergie 
au début »'. 

D’autres observateurs crurent plutdt & une accoutumance 
générale de l’organisme vacciné. C’est ainsi que M.. Gamaleia ? 
exprimait en 1888 l’idée que « l’assuétude se fait probablement 
dans toutes les cellules nerveuses, leucocytaires et endothé- 
liales. Habituées a ce poison, ces cellules ne se paralysent plus 
par son action, et peuvent se comporter vis-a-vis de la bactéri- 
die virulente comme vis-a-vis d’une bactéridie banale ou d’un 
corps étranger quelconque ». M. Arloing *, insistant sur la dif- 


4. Vorlesungen wher Bacterien, 1885, p. 109. 
2. Annales de l'Institut Pasteur, 1888, p. 5d1. 
3. Archives de médecine expérimentale, 1890. 
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férence tres grande entre la sensibilité de diverses espéces ani- 
males vis-a-vis de toxines bactériennes, cherche a expliquer cer- 
tainscas d’immunité naturelle par Vindifférence de l’organisme 
pour ces produits. I] ajouta Ja réflexion que, dans l’immunité ac- 
quise,un role plus oumoins grand est joué par « l'accoutumance 
des éléments aux produits solubles ». 

Quoique la science ne possédat pas encore de données suf- 
fisantes pour résoudre la question, il y avait déja quelques faits 
établis montrant la sensibililé des animaux vaccinés vis-a-vis 
des toxines injectées d’emblée. M. Chauveau' démontra en 
1879 que les moutons, devenus ultra réfractaires a la suite de 
vaccinations répétées, éprouvent un «malaise tres grave », quoi- 
que « tres fugitif », 4 la suite d’une injection d'un centimétre 
cube de sang charbonneux, ce qu'il explique par la résorption 
dune petite quantité du poison soluble introduit. Mais comme 
le sang renfermait en méme temps un grand nombre de bacté- 
ridies, on pouvait attribuer une part de l’influence nocive 4 l’ac- 
tion des microbes. 

Le premier exemple d’une accoutumance aux poisons micro- 
biens a été découvert par M. Beumer? lorsqu’il démontra que 
Vinjection répétée des cultures stérilisées du bacille typhique 
rend les souris réfractaires & des doses mortelles de cette 
toxine. 

Un fait non moins remarquable, quoique diamétralement 
opposé, a été constaté par M. Gamaleia sur les cobayes 
vaccinés contre la bactérie qu’il a découverte et décrite sous le 
nom de Vibrio Metchnikovit. Dans ce cas, les animaux vaccinés 
deviennent réfractaires & Vinfection par le microbe, mais ne 
s'accoutument point aux doses toxiques des cultures stérilisées. 
La dose de ces cultures, nécessaire pour donner la mort, 
est la méme pour les cobayes neufs, et pour ceux qui ont déja 
regu auparavant des doses variées des mémes produits. Ce fait 
remarquable a été ensuite confirmé par M. Charrin® pour le 
bacille pyocyanique, Les lapins vaccinés contre ces microbes ne 
manifesterent aucune accoutumance vis-a-vis des doses mor- 


1, Revue de médecine et de chirurgie, 1879, et Comptes rendus de V Académie des 
sciences, 1888, t. CVI, p. 393. 

2. Der derzecitige Standpunkt der Schutzimpfungen, 1887, p. 4. 

3. Comptes rendus de la Société de biologie, 1890, n. 47. 
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telles de cultures stérilisées. Dans la discussion qui s’engagea A 


la Société de biologie, a la suite. de cette communication de 
M. Charrin, M. Duclaux ‘ fit remarquer que les faits constatés 
n’étaient point sulfisants pour rejeter la théorie de l’accoutu- 
mance. 

Quelque temps apres, MM. Charrin et Gamaleia ? commu- 
niquérent de nouvelles expériences sur la vaccination et l’ac- 
coutumance, d’apres lesquelles les lapins vaccinés contre la 
maladie pyocyanique seraient méme plus impressionnables vis- 
a-vis des poisons du microbe du pus bleu que les animaux non 
vaccinés. 

M. Selander * démontra, de son cdté, que les lapins vaccinés 
contre le microbe du choléra des pores, « meurent comme les 
témoins si on leur injecte dans les veines, non pas une dose 
exagérée, mais la dose ordinairement mortelle de sang virulent 
chauffé ». 

Tirant la conclusion de l’ensemble des faits acquis, M. Bou- 
chard *, dans son discours au Congrés international de Berlin, 
formule sa conviction de la fagon suivante : « Ne parlons done 
plus, dans la question de l’immunité acquise, d’entrainement 
des leucocytes et d’accoutumance des cellules nerveuses aux 
poisons bactériens : c’est pure rhétorique. » 

Quelques mois plus tard, MM. Behring et Kitasato® pu- 
bliérent leur découverte que les lapins vaccinés contre le tétanos 
étaient non seulement réfractaires aux infections par le microbe 
vivant, mais étaient encore capables de supporter sans trouble des 
doses vingt fois plus grandes que celles qui suffisent pour don- 
ner la mort & des lapins non vaccinés. Dans une note de ce mé- 
moire, ainsi que dans sa publication sur le phénoméne analogue 
dans la diphtérie *, M. Behring déclare ne pas voir dans ce fait 
un exemple d’accoutumance, parce que dans le cas de tétanos il 
s’agit simplement d'une propriété acquise de détruire la toxine 
dans J’organisme vacciné. 

Par contre on considére généralement comme une accou- 


. Semaine médicale, 1890, n. 21 p. 172. 

. Comptes rendus de la Societe de biologie, 1890, n. 19, p. 294. 
. Annales de VInstitut Pasteur, 1890, p. 562. 

. Essai d’une théorie de linfection. Berlin, 1890, p. 18. 

. Deutsche medicinische Wochenschrift, 1890, n. 49, p. 1144. 
. Ibid., n. 50, p. 1447. 
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tumance l’affaiblissement et méme la cessation de toute réaction 
chez les tuberculeux, a la suite d’injections répétées de tubercu- 
line. M. Koch ‘ a d’abord attribué en grande partie ce fait ala 
disparition du tissu tuberculeux, mais il a été démontré par un 
grand nombre d’obseryations que dans les cas ot ce tissu se 
conserve en abondance, la réaction ne s’en affaiblit pas moins; 
ou disparait a la suite d'une sorte d’accoutumance. 

Vu la grande portée théorique de la question de l’accoutu- 
mance et l'insuffisance des faits acquis, nous nous sommes 
proposés de contribuer par des expériences nouvelles a l'étude 
de ce probleme compliqué. 


iI 


Persuadés de la sensibilité des Japins, vaccinés contre le 
virus pyocyanique vivant, vis-’-vis des doses considérables de 
cultures dans du bouillon stérilisées & 115°, nous avons taché 
de renforcer limmunité a laide d’injections répétées de ces 
cultures. Dans ce but nous avons introduit sous la peau des 
lapins des doses fractionnées de cultures stérilisées allant jusqu’a 
un total de 112 2130 *. Quelquefois, pour éprouver la résistance 
et aussi pour la renforcer, nous avons injecté dans les veines 
jusqu’a 30° des mémes cultures stérilisées. 

Les lapins ainsi préparés nous ont servi pour examen de 
Vaccoutumance. Dans nos expériences nous avons introduit 
dans la veine auriculaire de lapins hypervaccinés, ainsi que de 
lapins neufs (témoins), des cultures pyocyaniques stérilisées 
& 445°, en quantité variant de 35 4 90°° pour chaque animal. 

Dans deux expériences sur quatorze, les lapins hypervaccinés 
se sont montrés beaucoup plus sensibles a l’action des toxines 
pyocyaniques que les témoins. Ainsi un lapin, pesant 2,200 er., 
qui avait recu a plusieurs reprises 115° sous la peau, et qui avait 
résisté & une injection de 30°° dans la veine, a succomhé & la 
suite d’une seconde injection intraveineuse de 35° d’une culture 
dgée de trois jours. Son témoin a résisté. Un autre lapin, vacciné 
par 130°, et éprouvé par une injection intraveineuse de 27°, est 


1. Deutsche medicinische Wochenschrift, 1890, n. 46, a. 


‘ as La dose de G0ce de culture stérilisée est suffisante pour vacciner contre le 
virus vivant. Pat 
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mort aprés une injection de 40° d’une culture Agée de trois jours 
dans Ja veine auriculaire. Son témoin a éprouvé des troubles 
considérables, mais a fini par résister. 

Dans une troisieme expérience, la mort du vacciné est sur- 
venue presque en méme temps que celle du témoin. 

Dans deux autres, les lapins hypervaccinés ont eu une survie 
de 9 heures et de 4 jours par rapport a leurs témoins. 

Dans sept expériences, c’est-a-dire juste dans la moitié de nos 
cas, les lapins hypervaccinés ont résisté, tandis que leurs témoins 
sont morts immédiatement ou quelques heures apres l’injection. 
Une fois seulement la mort du témoin est survenue douze jours 
apres Vintroduction de la culture. Et cependant les doses sup- 
portées par les lapins hypervaccinés se sont élevés jusqu’a 86 et 
méme 90°. 

Dans une expérience, ot le lapin hypervacciné a résisté a une 
injection de 70°°, le témoin est resté vivant, quoique malade, et 
dans une autre, le lapin d’expérience ainsi que le témoin suppor- 
térent lous deux sans troubles graves une injection de 60°. 

On voit, d’apres cet apercu, que les lapins peuvent étre accou- 
tumés au moins dans la moitié des cas aux doses mortelles de 
toxines pyocyaniques, et qu’en tout cas les lapins hypervyaccinés 
ne sont qu’exceptionnellement plus sensibles & ces toxines que 
Jes lapins neufs. En méme temps il faut constater que cette accou- 
tumance acquise n’est point chose constante ou tres facile a 
réaliser. Pourcette propriété, comme pour Ja vaccination contre 
Je bacille pyocyanique, on observe assez souvent des exceptions 
a la regle, ce qai crée une difficulté pour l’expérimentation. 
Le grand inconvénient consiste dans le caracttére chronique que 
revét parfois Vinfection ou lintoxication pyocyanique. La mort 
survient alors des semaines et méme des mois apres le début de 
Vexpérience, lorsqu’on serait tenté de considérer les animaux 
comme parfaitement indemnes. Ainsiil nous est arrivé de perdre 
des lapins qui avaient recu a plusieurs reprises des doses de 
cultures vivantes plus que suffisantes pour donner l’immunité. 
Il nous a done fallu, pour étudier le phénomene de l’accoutu- 
mance, nous adresser a un autre microbe, vis-a-vis duquel la 
vaccination présentat plus de stireté et de constance. C’est au 
Vibrio Metchnikovii que nous nous sommes adressés, non seule- 
ment parce qu’il répond a ces conditions, mais parce que c’est 
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justement chez lui qu’a été d’abord découverte la sensibilité 
si remarquable des animaux vaccinés. 


{Il 


Nos expériences ont confirmé la découverte de M. Gamaleia 
de la grande sensibilité des cobayes, vaccinés contre le vibrion, 
pour les doses mortelles de cultures stérilisées de ce microbe 
injectées d’emblée. Nous avons perdu plusieurs cobayes suffi- 
samment vaccinés, apres leur avoir introduit sous la peau des 
quantités assez grandes de ces cultures. Voici quelques exemples 
de celte sensibilité. 


Un cobaye vacciné au mois de décembre 1890, par des injections répétées 
de cultures stérilisées 4 115°, résiste & une injection sous-cutanée de 2°%,5 
dune culture, stérilisée & 100° quinze jours avant l’expérience. Deux jours 
apres, le 4 janvier 1891, il recoit sous la peau une nouvelle dose de 3° du 
méme liquide, et en meurt 17heures plus tard, avec un trés grand épanche- 
ment péritonique sanglant. ; 

Un autre cobaye, vacciné & la méme époque que le précédent, résiste 
non seulement aux injections de 2°°,5 et 3°¢ (celle quia tué le premier cobaye 
mentionné), mais survit & une seconde injection de 3° du méme liquide. 
Le 9 janvier, il regoit sous la peau de l’abdomen 4°¢ dune culture, stérilisée 
Ja veille 4 100°, et meurt le lendemain avee l’exsudat péritonique si caracté- 
ristique pour l’intoxication vibrionienne. Son témoin, un cobaye dela méme 
taille, non vaceiné, résiste & une injection de 4° du méme liquide. 


Méme dans les cas ot les cobayes vaccinés résistent aux 
doses mortelles pour leurs témoins, ils présentent des troubles 
graves de leur santé, des cedemes a l’endroit de Vinjection, 
c’est-’-dire des phénomeénes qui indiquent Vactivité de la sub- 
stance toxique introduite dans leur organisme. 

Et pourtant il est possible d’accoutumer les cobayes A des 
doses mortelles de cultures stérilisées, résultat que nous avons 


obtenu a plusieurs: reprises, comme le démontrent les exemples 
suivants : 


1. Un cobaye, vacciné au mois de décembre 1890 par des doses répétées 
de cultures stérilisées & 100°, fut soumis pendant la premiére moitié de 
janvier 4 5-injections de 4; 4,5; 4; 5,5 et 6c. Le 16 janvier ce cobaye, qui 
atteint le poids de 728 grammes, recut en injection sous-cutanée une dose 
de 7e°,28 de culture du vibrion dans le bouillon de pieds de veau, stérilisée 
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a 100°. Le cobaye résista 4 cette épreuve, tandis que son témoin, pesant 
572 grammes et qui recut 5e¢,72 du méme liquide était mort le lendemain 
matin. 

Le méme cobaye d’expérience dont Je poids, malgré l’épreuve a laquelle. 
il fut soumis, monta le 25 janvier 4 748 grammes, résista encore A la dose 
de 7°’,48 dune culture sérilisée le 22 janvier, tandis que son témoin, pesant 
615 grammes mourut 44 heures et 30 minutes aprés l’injection sous-cutanée 
de 6°°,15 du méme liquide. 


2. Un gros cobaye de plus de 700 grammes, vacciné par une injection de 
5ec,et qui résista a une épreuve avec 7°¢,142 de culture dans le bouillon de 
veau stérilisé & 100°,a été soumis a l’expérience suivante. Le 13 mars on 
lui injecte sous la peau de l’abdomen 7,35°° (& raison de 1e¢ pour chaque 
100 grammes du poids) dune culture dans le bouillon de pieds de veau, 
Agée de douze jours et stérilisée 4 100° huit jours avant J’expérience. En 
méme temps on injecta sous la peau d’un témoin, pesant 565 grammes, 
dee, 65 du méme liquide. Le témoin mourut J3 heures 30’ aprés l’injection 
avec des lésions caractéristiques (cedéme et épanchement péritonéal), 
tandis que le cobaye vacciné guéril promptement. 

Ce dernier a recu huit jours plus tard une dose exagérée de 12ce du 
méme liquide que dans ]’expérience précédente, malgré que son poids n’était 
que de 785 grammes. Le cobaye a eu & la suite un fort cedeme sous-cutané, 
mais finit par se rétablir définitivement. Son témoin, un gros cobaye de 
715 grammes, qui ne recut que 7°°,5 du liquide, mourut 9 heures et demie 
aprés linjection. 

3. Avant qu'il fat établi que les cobayes peuvent étre assez facilement 
habitués 4 des doses considérables de toxines vibrioniennes, nous avons 
essayé de les accoutumer avec de faibles doses plusieurs fois répétées. Un 
cobaye de cette série a regu, depuis le 20 novembre 18J0 jusqu’au 11 janvier 
1891, vingt-quatre injections de 1 a 2° du liquide stérilisé, faisant un total 
de 28,5. Aprés l’avoir éprouvé par des doses de 3; 4; 4,5°°, nous lui avons 
injecté, vu que son poids s’est-accru jusqu’é 462 grammes, 4°°,62 de culture 
dans le bouillon de pieds de veau stérilisée. I] s’ensuivit un fort cedéme a 
Vendroit de l’'inoculation, mais le cobaye résista, tandis que son témoin, 
pesant 615 grammes, et injecté avec 6cc,15 du méme liquide, mourut 
41 heures et demie aprés l'injection. 

Plus tard ce cobaye a servi encore pour plusieurs expériences, dans les- 
quelles il résiste 4 des doses mémes exagérées, dépassant {ce pour 100 gram- 
mes du poidsytandis que les témoins succombérent & des doses injectées en 
proportion de 1 °/o. 

Dans une derniéreexpérience, faite au mois d’aout 1891, cecobaye, ayant 
un poids de 617 grammes, a regu sous la peau de l’abdomen 12¢°,5 (c’est-a- 
dire plus de 2 pour chaque 100 grammes de poids) d’une culture de vibrion, 
faite dans Je bouillon de pieds de veau, et stérilisée 4 115°. Malgré cette 
dose exagérée, le cobaye, qui eut un fort cedéme a l’abdomen, résista par- 
faitement, tandis que six cobayes témoins moururent avec de lésions carac- 
téristiques. Parmi ces témoins il y avait trois cobayes vaccinés contre le virus 
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vivant, deux cobayes neufs et un cobaye également neuf, mais issu d'une 
mére hypervaccinée qui avait manifest¢ une accoutumance trés considé- 
rable. 


De méme que le lapin peut étre accoutumé aux doses toxiques 
des cultures pyocyaniques, le cobaye peut l’étre également pour 
les produits toxiques du microbe de la septicémie vibrionienne. 
En étudiant ces phénomeénes d’accoutumance, il faut toujours 
tenir compte des influences qui augmentent ou diminuent la 
sensibilité des animaux puur les toxines baclériennes. Les 
lapins aussi bien que les cobayes présenteut des cas d’insensibi- 
lité naturelle pour ces produits. De méme quwil y a des cobayes 
qui résistent, sans vaccination préalable, aux virus vibrioniens 
vivants & dose mortelle, il y a aussi des individus qui manifestent 
une insensibilité plus ou moins considérable vis-a-vis de doses 
de cultures stérilisées, mortelles pour la grande majorité des 
cobayes. 

D’un autre cdté ily a des influences capables de vaincre l’ac- 
coutumance acquise méme a un degré trés prononcé. 

M. Gamaleia ‘ a déja signalé dans une nole de son mémoire 
que les cobayes tuberculeux étaient particulitrement sensibles 
aux toxines vibrioniennes, Ce fait a été maintes fois observé 
dans le courant de nos recherches. Cette sensibilité est méme 
tellement remarquable qu’on était tenté, alors que le secret de 
la tuberculine n’était pas encore dévoilé, de supposer que la 
substance agissant d’une fagon spécifique sur la tuberculose des 
cobayes serait d'origine vibrionienne. Tandis que les cobayes 
sains ne réagissent a des doses faibles ou moyennes de cultures 
stérilisées du vibrion que par une élévation de température de 
courte durée, chez des cobayes manifestement tuberculeux la 
température, aprés une hausse passagére, tombe brusquement, et 
les cobayes meurent avec une hypérémie tres considérable des 
foyers tuberculeux. 

Les cobayes vaccinés contre la septicémie vibrionienne, et 
méme accoutumés a des doses mortelles des toxines de ces 
vibrions, ne sont nullement préservés contre la tuberculose. 
Mais ces animaux, devenus manifestement tuberculeux, perdent 
leur accoutumance contre les toxines vibrioniennes. Parmi 


1, Ann. deVInst. Pasteur, 1889, p. $43. 
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plusieurs expériences 4 l’appui de cette donnée, je ne citerai que 
la suivante. 


Un gros cobaye, vacciné en décembre 1890 contre le vibrion par des 
doses répétées de cultures stérilisées, a été pendant le mois de janvier 
eprouvé par des doses de 4 a Gee de cultures trés toxiques. Le 16 janvier il 
résista & une dose de 7c¢,28 de culture stérilisée, donnée a raison de 4 0/0 
du poids. Malgré les troubles occasionnés par cette épreuve, le cobaye se 
rétablit complétement. Le 25 janvier, il a été de nouveau éprouvé par une 
dose de 7¢c,48, vu que le poids du cobaye a augmenté jusqu’a 748 grammes. 
Les temoins de cette épreuve, comme dans la précédente, moururent a la 
suite de lintoxicalion. Le 7 février, le cobaye recut de nouveau une dose 
de 7cc,5 dune culture stérilisée 4 100°, mais cette fois-ci il mourut 
4 heures et demie aprés Vinjection. L’autopsie démontre, en dehors de 
lésions caractéristiques pour l’intoxication vibrionienne, la présence d’une 
tuberculose déja généralisée. Outre un abcés tuberculeux de la paroi abdo- 
minale, le cobaye présente des ganglions des aisselles caséifiées, des tuber- 
cules dans le foie et une rate trés hypertrophiée. Il est évident que l’animal 
contracta la tuberculose dans sa cage, ayant présenté dans ses cedémes 
abdominaux, a la suite des injections multiples, une porte d’entrée facile au 
virus tuberculeux. Puisque les lésions tuberculeuses étaient déja assez 
avancées, il est évident que le cobaye était deja infecté au moins lors de sa 
derniére épreuve au mois de janvier. Il ressort donc de ce fait que l’accou- 
tumance pour la toxine vibrionienne n’a été vaincue que par une tubercu- 
lose déja généralisée dans les viscéres abdominaux. 


II 


De toutes les données réunies dans cet article, il ressort avec 
évidence que, méme dans les infections qui se distinguent par 
un caractére de toxicité tres prononcé, l’accoutumance peut 
élre obtenue sans grande difficulté. I] ne s’agit pas ici de phé- 
nomenes analogues a ceux quiont été découverts par MM. Behring 
et Kitasato, et dans lesquels leurs animaux vaccinés contre le 
tétanos supporterent facilement des doses yvingt fois plus 
grandes que celles qui aménent la mort chez les animaux neufs. 
Tandis que dans ce cas il s’agit d’une propriété antitoxicide de 
Yorganisme vacciné, dans les intoxications étudiées par nous, 
les produits bactériens manifestent leur action pathogene dans 
Yorganisme hypervacciné. Ainsi. dans toutes nos expériences 
avec la septicémie vibrionienne, les cobayes hypervaccinés 
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présenterent des cedémes a l’endroit de l’injection et d’autres 
troubles plus ou moins prononcés. 

Mais si l’accoutumance contre les toxines peut tre réalisée, 
cela ne prouve pas encore que c’est dans celte propriété que 
consiste la vaccination. Tout au contraire. L’organisme vacciné 
contre l’infection peut étre (comme dans les deux maladies que 
nous avons étudiées) tout aussi peu accoulumé a des doses mor- 
telles des toxines que le non vacciné. La vaccination dans ces 
cas consiste plutét en une accoutumance spéciale d’une catégorie 
des éléments du corps. Comme l’a démontré lun de nous’, 
chez les cobayes vaccinés contre le vibrio Metchnikovii, malgré 
que leur organisme entier ne soit point accoutumé aux toxines 
de ce microbe, il renferme néanmoins une espéce de cellules qui, 
elles, s’accoutument plus facilement au poison vibrionien. Ces 
cellules, phagocytes mobiles, au lieu d’étre repoussées par les 
toxines, se dirigent vers ces derniéres, et englobentles vibrions, 


les empéchant de produire leurs toxines et les tuant & lafin de 
la lutte. 


4. Ces Annales, 1891, n. 8. 


Erratum. — Dans cet article du n° 8 des Annales, p. 472, ligne 26, lire 
« cobayes non yaccinés » au lieu de « cobayes vaccinés ». 


TUCIIERCITES SUR LES ORGANISMS. DE LA NITRIPICATION 


(5° MEMOIRE), 


Par M. S. WINOGRADSKY. 


(Avec la planche XVIII.) 


SUR LA FORMATION ET L’OXYDATION DES NITRITES DANS 
LA NITRIFICATION 


La nitrification a.été toujours considérée par les chimistes 
comme un phénoméne qui méne essentiellement a la production 
de nitrates. Dans la nature, ainsi que dans les expériences 
imitant les conditions naturelles, on n’a observé la formation de 
nitrites que comme une exception rare. 

Les idées nouvelles sur la cause vivante de la nitrification 
ont eu pour conséquence de provoquer de tres nombreuses 
expériences dans des milieux liquides, facilement contrdlables 
au microscope, ef ona constaté tout de suite, dans ces condi- 
lions, un changement notable dans le caractére du phénoméne: 
Voxydation de ’ammoniaque tendait a rester incomplete, l’acide 
nilreux apparaissait en quantités considérables. M. Warington ! 
et MM. Schlesing et Miintz *]’ont noté presque en méme temps. 

M. Warington, qui alors déja appréciait ce fait & sa juste 
valeur et quiaconsacré depuis le plus de temps et d’efforts &son 
étude, a fait connaitre la-dessus plusieurs observations intéres- 
santes, mais dont l’interprétation restait complétement obscure. 
Voicile résumé de ses conclusions: la nitrification s’arréte tantot 
ala formation de nitrite; tantdt un phénomene secondaire se 
déclare qui aboutit 4 une oxydation complete de ce corps; 
quelquefois enfin, mais trés rarement, l’azote ammoniacal prend 


Ame dais 906.5 A819. 
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tout de suite l’état d’azote nitrique, sans qu’on observe l’ap- 
parition de corps incomplétement oxydés. Mais le pouvoir de 
produire les nitrates, alors méme qu’on l’a constaté & lorigine, 
tend a s’affaiblir dans les expériences successives en milieux 
liquides et finit par disparaitre. 

Ces observations anciennes étaient sujettes & une objec- 
tion, celle qu’aucun moyen efficace n’ayant été appliqué pour 
épurer l’agent nitrificateur, les liquides nutritifs étant de plus 
additionnés de substances organiques, les nitrites pouvaient 
tres bien résulter de la réduction des nitrates et non de l’oxyda- 
tion de l’ammoniaque. C’est ce qu’ont pensé MM. Gayon et 
Dupetit', et lobjection paraissait tres bien fondée. Mais les 
recherches ultérieures de M. Warington et celles de M. Munro 
ont démontré que cette réduction ne suffit pas pour expliquer le 
fait dont il s’agit. M. Munro’, notamment, a vu les nitrites se 
former dans ses expériences avec une eau de puits, non addi- 
tionnée de substance organique; il a observé ensuite * que la 
présence de nitrate dans la.solultion ammoniacale en voie de 
nitrification n’a aucune influence sur la quantité de nitrite 
formé. 

Les publications récentes de M. et M™e Frankland‘, de 
M. Warington® et les miennes® ont été décisives dans cette 
question. Tous ces observateurs se sont appliqués 4 expéri- 
menter avec des cultures pures des organismes nitrificateurs, et 
immédiatement ce qu'il y avait encore d’inconstant et de chan- 
geanlt dans le phénomene a fait place & un résultat tres net: non 
seulement les nitrites se forment souvent et en abondance, 
comme |’ont fait ressortir les premieres tentatives pour isoler les 
ferments, mais ces nitrites sont presque le seul produit de la 
nitrification en culture pure, ou méme épurée & un degré 
suffisant. 

{1 est arrivé ainsi que la connaissance d'un organisme nitri- 
ficateur, loin d’amener la solution du probléme de la nitrification, 
a fait naitre des questions nouvelles et difficiles; mais au moins 


. Recherches sur la réduction des nitrates par les infiniment petits. Nancy, 1886, 
. Journal of the Chem. Soc., 4886, 

. Chem. News, 4887. 

. Philosoph. Transactions of the Royal Soc., 1890. 
. Chem. News, 1890. 

. Annales de PInstitut Pasteur, 1890, nos 4,8, 12. 
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ces questions étaient clairement posées, et les moyens donnés 
pour les résoudre. 

Quant a linterprétation de ces faits nouveaux, il est tres 
naturel que presque tous les observateurs aient considéré la 
nitrification dans le sol comme le phénomene normal, et 
cherché l’explication de la formation d’acide nitreux dans 
des influences défavorables paralysant l’énergie du ferment. 
MM. Schlasing et Miintz ont été les plus affirmatifs sur ce point. 
Mais l’expérience n’a pas confirmé ce qu’ils ont dit de l’influence, 
dans ce sens, des conditions de culture. 

De cette méme idée est venue aussi l’hypothése qui admet 
que la culture prolongée dans un milieu liquide a pour effet de 
modifier de plus en plus profondément la nature du ferment ; 
son pouvoir de produire les nitrates diminue graduellement et 
finit par se perdre complétement. 

Une autre hypothése admet que Ja formation d’acide nitrique 
exige le concours de deux organismes toujours présents dans le 
sol, mais dont l'un disparait facilement de nos cultures et avec 
lui la production de nitrates. 

M. Duclaux le premier, je crois, a exprimé cette idée!, 
M. Warington, qui s’est occupé dans le cours de ses recherches 
surtout de la premiére des deux hypotheses, tendait finalement 
vers la seconde, tout en regardant les deux comme probables. 
Elles sont évidemment les seules qui méritent une étude 
approfondie. Une idée tres tentante au premier abord, celle de 
chercher la cause de la production de nitrates dans la nature, 
dans des réactions purement chimiques dont le sol est le siége, 
devient tout de suite improbable, du moment que ce phéno- 
mene n'est nullement lié au milieu naturel, mais se poursuit 
aussi quelquefois dans nos cultures, quoique plus difficile- 
ment. 

Tel était l’état de la question qui nous intéresse, quand je 
l’ai reprise en octobre 1890. Celte partie de mes recherches était 
terminée quand deux nouveaux travaux ont paru, ceux de 
M. Miintz? et de M. Warington *. Ces travaux seront discutés 


4. Microbiologie, p. 714. . 
9. De la formation des nitrates dans la terre, C. R., t. CXII, n° 20. 


3. On nitrification, part IY. J. Chem. Soc., p. 480. 
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apres l’exposition de mes nouveaux résultats ; que j’ai eu déja 


loccasion de résumer dans une note présentée a |’ Académie des 


Sciences, séance du 13 juillet 1891. 


Le fait que la production de nitrites devenait de plus en plus 
abondante a mesure de |’épuration des ferments donnait presque 
le droit de conclure, au point de vue microbiologique, que la 
formation d’acide nitreux est leur seule fonction. Mais l’énigme 
que comportait cette conclusion empéchait de l’accepter, avant 
qu'on n’etit attaqué le probleme de tous les cétés. Comment, en 
effet, s’expliquer qu’un organisme, possédant des moyens éner- 
giques d’oxydation, termine son action par la production d’un 
corps chimique beaucoup plus oxydable que celui du début? En 
admettant méme qu'il n’est pas capable de faire d’emblée I oxyda- 
tion complete de l'ammoniaque, comment comprendre qu'il pa- 
raisse;totalement dépourvu d’action sur l’acide nitreux, alors que 
Voxydation de ce corps pourrait lui fournir un surcroit d’énergie ? 
Il est vrai qu’on connait des exemples de l’extréme spécialisation 
de Vaction chimique dans le monde des microbes; moi-méme 
jen ai donné de trés frappants. Mais ce cas du ferment nitreux 
paraissait comme une exagération dans cet ordre @idées. Venait 
ensuite la grande expérience des chimistes, qui se sont habitués 
4 considérer la production de nilrates aux dépens de l’ammo- 
niague comme un phénomeéne indivisible, pour rendre toute 
décision encore plus difficile. 

Le plan que je me suis tracé était en grandes lignes cola -C1: 


1° Ktudier les symptémes de Vabaahliseemnens apparent de la. 


fonction oxydante dans le milieu liquide, pour voir s’il est réel. 
ou si d'autres phénoménes le dissimulent. 
2° Tacher de découvrir chez ces ferments soi-disant nitreux 
quelques yestiges de cette propriété de produire les nitrates, en 
admettant pour le moment comme perdue. En cas de succes, 
tacher de Vexalter et de la leur restituer par culture appropriée. 
3° Poursuivre en méme temps la recherche d’un agent actif 


de la production de nitrates, différent de celui de la transforma- 
tion de ’ammoniaque en nitrite. - 
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En me mettant & ce travail j’avais 4 ma disposition un cer- 
tain nombre d’échantillons de terre de provenance différente, 
européenne et exotique *. | 

J’ai tenu a les avoir pour faire une étude comparée des orga- 
nismes nitrificateurs, qui me paraissait présenter de J’intérét 
sous plusieurs rapports. Au lieu de procéder immédiatement & 
‘isolement des organismes spéciaux de ces terres, par les moyens 
que j'ai décrits, je résolus de prolonger indéfiniment la période 
préliminaire d’épuration, et de laisser pousser librement tout ce 
qui pouvait se maintenir dans le milieu liquide usuel. Je rappelle 
la composition de celui-ci. 


Eau distillée....... Beet ner O00 
Phosph.de, potasse 5. <=. 5 cus 1 
Sulfide macnésicn. «0 cae. 0.5 
Chlorure’de calelum-... 7 .% ~) traces 


Chaque matras recevait en outre du carbonate de magnésie 
fraichement lavé a l’eau bouillante, en petit exces. 

Les vases ainsi chargés étaient stérilisés, et apres la stérili- 
sation on ajoutait 2° d’une solution a 20/0 de sulfate d’ammo- 
niaque, ce qui fait, pour 15 420° de liquide, 2 a 2,5 pour raille. 

Il est facile de comprendre pourquoi je ne hatais pas l’isole- 
mentdes ferments de ces terres. Premierement, toutes les observa- 
tions sur l’affaiblissement du pouvoir oxydant ontété faites sur des 
cultures ensemencées simplement par de la terre fraiche et dans 
des cultures filles de celles-ci. Il fallaitdonc s’en tenir la. Ensuite, 
Vhypothése des deux ferments, l’un nitreux, l’autre nitrique, 
qu’il ne fallait pas oublier, s’opposait pour le moment a l’isole- 
ment d’un seul organisme. 

Voici les noms des localités d’ou provenaient mes échan- 
tillons de terre : 


EUROPE. AFRIQUE. ASIE. AMERIQUE. AUSTRALIE. 
Zurich. La Reghaia. Buitenzorg (Java). Campinas (Brésil). Melbourne. 
Gennevilliers. Rouiba. Tokio (Japon). Quito (Equateur). 

Kazan?. Mitidja. 

Podolie?. Tunis. 


4. Je tiens a remercier tous les savants qui se sont empressés de me les envoyer 
sur ma demande. Je suis surtout reconnaissant 4M. Duclaux, 4 M. Cramer (Zurich), 
4 M. Treub (Buitenzorg), 4 M. Cavalcanti (Campinas), pour leurs nombreux envois. 

Les échantillons ont été prelevés 4 une profondeur de 10 centimétres environ 
et trés soigneusement emballés dans des récipients bouchés hermétiquement et 
cachetés, de sorte que les poussiéres de l’air ne pouvaient y pénétrer pendant le 
trajet. On les ouvrait au laboratoire avec toutes les précautions nécessaires. 

2. Ces deux derniéres terres russes ont été étudiées bien avant les autres, 
exceptécellesde Zurich, dans I’hiver 89-90. Je puis me dispenser d’en parler ici, en 


i R. daa % 
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Des cultures ensemencées par une trace de chacun de ces 
échantillons servirent de points de départ chacune pour une 
série de cultures-filles, que je désignerai briévement par le nom 
de leur provenance. Toutes les conditions, pour toutes ces cul- 
tures, ont élé maintenues constantes pendant tout le cours de ces 
expériences, et strictement égales pour toutes, 4 peu d’exceptions 
pres. On les tenait a létuve a 30°. 

J’ai suivi de tres pres la marche de la nitrification dans ces 
cultures, depuis les cultures-meres, ensemencées par la terre, 
jusqu’a la 7° génération. En les examinant aussi souvent que je 
le pouvais, el toujours exactement de Ja méme maniere, je 
notais la réaction ammoniacale (liqueur Nessler) et la réaction 
nitreuse (empois d’amidon ioduré) comme « maximum d’in- 
tensité », « faible» ou «nulle ». Pour déceler l’acide nitrique, on 
décomposait l’acide nitreux par ébullition avec du chlorhydrate 
d’ammoniaque en exces ou de Vurée, et on faisait agir la 
diphénylamine, ou on ajoutait de la poudre de zinc, quelques 
goultes d’empois ioduré et d’acide sulfurique, et on secouait 
violemment dans une éprouvette bouchée a |’émeri. 

Je me bornerai a extraire du protocole de ces expériences les 
détails nécessaires pour s’en faire une idée complete. 

Les culiwres-méres ne sont pas tout a fait comparables entre 
elles. L’état des terres employées comme semence élait natu- 
rellement tres différent: les unes fraiches, les autres longtemps 
conseryées dans des flacons hermétiquement bouchés, trop 
seches ou trop humides, etc. Pour élre str d'un résultat positif, 
on en jetait quelquefois un a plusieurs grammes dans le liquide a 
ensemencer, tandis que pour ies terres fraiches une trace suffi- 
sait. Tout cela peut expliquer les tres grandes différences dans 
énergie du phénomene qu’on a constatées dans ces cultures- 
méres, etenrend les détails peu intéressants. La période, dite d’in- 
cubation, avarié, par exemple, de 3 20 jours. Mais en laissant 
de cdté le temps qu'il a mis a s’accomplir, le phénomeéne a été 
partout sensiblement le méme. 

Il se déclarait par l’apparition de nitrite, dont la quantité 


me contentant de dire que ces observations plus anciennes concordent en tous 
points avec celles de plus fraiche date. Des recherches moins suivies ont été faites 
avec plusieurs autres échantillons encore, que je passe sous silence. 
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augmentait d’abord rapidement, mais qui finissait par Gisparaline 
en se transformant en nitrate. 

Voici quelques exemples. 

L’un est exceptionnel : la terre Quito n’a mis que juste sept 
jours 4 accomplir la nitrification; la réaction nitreuse n’a pas 
méme eu le temps d’atteindre son maximum dintensité, qu'elle 
acommencé a décroitre, et au bout de la semaine il n’en restait 
plus trace. Cette terre s’est tout de suite signalée entre toutes 
comme contenant un agent producteur de nitrate tres puissant. 
Les autres ne l’ont pas suivie, méme de loin : le méme phéno- 
méne y a duré de 3 semaines 4 40 jours. 

Les deux exemples quisuivent peuvent étre considérés comme 
des cas typiques : 


1. Terre de Zurich. Ensemencementle {1 octobre en quantité de 1 gramme. 
Le 22 octobre, la réaction nilreuse atteint son maximum d'intensité, il n’y 
a plus d’ammoniaque. Le 29, elle est stationnaire : réaction de nitrate 
presque nulle. Le 1° novembre, la réaction nitreuse parait décroitre. On 
dose l’azote nitreux, qui est en proportion de : 


10,2 pour 100,000. 


Le 5 novembre, réaction de nitrate trés intense. 
Le 11 novembre, les nitrites ont disparu jusqu’a derniére trace. 


2. Terre de Zurich. Ensemencement par une trace, le 11 octobre. Réac- 
tion nitreuse, le 3 novembre, peu intense; le 12 novembre, maximum d’in- 
tensité; le 24 novembre, stationnaire. L’ammoniaque fait défaut depuis le 
20 novembre. L’azote nitreux a été dosé par tiltrage avec le permanganate 
et parla méthode colorimétrique avee la méta-phénylénediamine. Résultats 
moyens : 

Le 24 novembre, azotre nitreux 15 pour 100,000 


Le 5 décembre, — 41,4 -- 
Le 14 décembre. — 8,8 — 
Le 16 décembre, — 0 == 


Tout l'azote est devenu azote nitrique. 


Il devient certain, d’aprés ces exemples, que les organismes 
nitrificateurs transplantés directement de leur milieu. naturel 
dans un liquide facilement nitrifiable prodwisent emmédiatement de 
Vacide nitreux en abondance. Le phénomeéne se divise nettement 
en deux périodes, dont la seconde, l’oxydation des nitrites, ne 
commence qu’apres la disparition totale de l’ammoniaque; et 
encore son début, la premiere période terminée, se fait le plus 
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souvent attendre plusieurs jours. Plus rarement la formation et 
Voxydation des nitrites paraissent.marcher simultanément, mais 
jamais de pair, la seconde toujours sensiblement en arriére. 

Je passe maintenant aux cultures [illes. 

J’ai cru bien faire, pourabréger, de traduire par dessignes dans 
le tableau de la page 585 les notes de mon journal, d’un ‘genre 
naturellement tres uniforme, et j’ai choisi pour caractériser la 
marche des cultures la réaction de l’ammoniague, Am du 
tableau, et la réaction de l’acide nitreux, Ni du tableau. J’ai 
mis +-+ 1a ou jelisais dans mes notes « maximum dintensité »; 
+ otil y avait «réaction faible»; 0, réactionnulle. Oncomprendra, 
d’aprés ce qui a été dit plus haut sur Ja marche de l’oxydation, 
que, par exemple, Am 0, Ni+--+t signifie : ammoniaque disparue, 
transformée en acide nitreux; si on voit suivre Ni-+, c'est que 
loxydation des nitrites est en train; Ni 0 — elle est terminée, tout 
Vazote a passé a ]’état de nitrates. J’ai 4 peine besoin d’ajouter 
qu’on ne manquait pas alors de constater directement la présence 
d’acide nitrique ou de le doser dans les cas plus intéressants. 

Je remarquerai encore que je n’ai pas pu mettre les premieres 
cultures Melbourne, Campinas, Quito sous les mémes dates, car 
elles n’ont pas été menées et examinées simullanément avec les 
autres, mais bien assez exactement dans les mémes conditions. 
La premiere génération de Campinas commence pourtant avec la 
seconde des autres. Avec quelques-unes, on a cessé bient6t ces 
cullures paralléles, ayant acquis la certitude que le phénoméne 
voulu, l’oxydation des nitrites, ne s’y laisserait plus constater. 
On considérait et on notaitle résultat comme négatif, quand on 
ne remarquait pas de disparition de nitrite au bout de deux mois. 
Pour constater définiivement que ce phénoméne n’est pas en 
train, on dosait le taux d’azote nitreux et on répétait ce dosage 
au bout de 8 & 10 jours. Ona jugé inutile de continuer Jes expé- 
riences au dela de deux mois; parce que, d’abord, il faut s’en 
tenir &l’énergie du phénoméne naturel et tacher de limiter, et 
ensuile, parce qu’en prolongeant outre mesure l’expérience, 
d’autres influences peuyent entrer en jeu, qui n’ont rien a faire 
avec les questions qui nous intéressent. 
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Il importe, avant de discuter les observations que montre le 
tableau, de bien noter tout de suite un fait qui n’y a pas trouvé 
place : c’est qu’a la date de l’ensemencement de la premiére 
eénération des cing premieres séries, leurs cultures-meéres mon- 
traient une réaction nitreuse d’une intensité maximum; tandis 
que pour les six derniéres séries elle était ou minimum ou nulle. 

Le tableau montre clairement ce que nous avons déja noté 
chez les cultures-méres, que l’oxydation de l’'ammoniaque ne 
se fail jamais d’emblée, mais que le nitrite est une étape néces- 
saire du phénomine. II y aurait donc malentendu a parler d’une 
diminution ou d’un affaiblissement du pouvoir oxydant de nos 
microbes, l’oxydation de l’ammoniaque témoignant d’une énergie 
d’oxydation plus grande que l’oxydation du nitrite. Il n’y a donc 
lieu de parler dans ce qui suit que de la faculté d’oxyder les 
nilrites, qui persiste ou qui disparait. 

La disparition a été le résultat finai dans tous les cas, moins 
un, mais la maniére dont elle s’est faite a été différente. Elle a 
été brusque dans les séries : Zurich. Gennevilliers, Java, Japon, 
Melbourne. Cette fonction a persisté pendant plusieurs générations 
dans. les séries : La Réghaia, Rouiba, Mitidja, Tunis, Campinas et 
Quito. Dans celles-ci elle a paru faiblir graduellement avant de 
disparaitre. 

Ainsi il y aurait 4 premiére vue une différence marquée dans 
la maniére dont se comportent les organismes nitrificateurs de 
différentes terres : chez ceux qui proviennent d'Europe, d’Asie, 
d’Australie, la fonction d’oxyder Jes nitrites est tres éphémére, 
elle est beaucoup plus durable chez les ferments africains et 
américains. Mais l’influence facheuse de la culture dans le milieu 
liquide finit toujours par en avoir raison, et il n’y a que les 
organismes de la terre Quito qui ont résisté, s’étant montrés 
dés le début comme producteurs hors ligne de nitrates. 

C’est li Vimpressionimmédiate que font ces faits sur l’obser- 
valeur, mais nous tacherons de les analyser et de les controler 
par d’autres expériences pour en élucider le vrai sens. 

Le point principal c’est justement cette influence facheuse 
du milieu liquide. En quoi consiste-t-elle? Et dabord est-elle 
réelle ou apparente? 

Pour répondre a cette question, il importait de voir si on 
pourrait réussir & imprimer a loxydation des nitrites une allure 
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plus vive et plus continue dans ce méme milieu. Nous ayons vu 
que cette fonction est surtout trés lente a se déclarer, mais une 
fois en train, elle marche bien. Supprimons alors cette longue 
période dincubation, en continuant l’expérience avec des cultures 
ot la production des nitrates a été constalée. Celles-ci devien 
dront ainsi plus aisément comparables au milieu terre, d’autant 
que ce dernier est déja donné comme siege d’une production 
active de nitrates. 

Le petit tableau ci-dessous donne tous les détails d’une 
partie d’une expérience de ce genre. Des cultures ensemencées 
le 10 octobre ont été menées jusqu’a la fin de janvier en renou- 
velant les doses d’ammoniaque, non 4 mesure de la disparition 
de Vazote ammoniacal, mais & mesure de la disparition de 
Pazote nitreax. On donnait ainsi & l’oxydation le temps de 
devenir compléte avant de recommencer 4 nouveau. 


7 {8} 1O |12/42)14)15)21/21/24) 24/25) 25 }26/5} 6 jil} 11 j42/12) 14 /22) résunrar 
11/20) V2 J12/12}22/11)12/10/12)10/11} 12 {11/12) 12 (12) 12 J12/12) 12 |12) reac 
Gp eaters MG de cn OR 
Nie} 3} Ni. Nip]. {Ni./Nie} NE} = fAm} Ni, NE] Sy Ni. fAm} Ni. [Ni] 2] Ni. Niaz, nitrique. 
Reghaia.,.. | 0|2 = a a/0} 0 Si++|0} + |0}o/++] 0] 3t™sr,9 
2 2 2] |2 = z 
Routba.... | 0|= & = S]o/++] 0/3] + [O}4+4+/0/F|+4] 0] 28mers 
Mitidja .... | 0|= 3 =] 0/2} 0/44] 0/2] + [0 [4+] 0/2/44] 0/non dosé 
Tunis ..<... | 012 2 Z/o 2/0] 0 {olsit++lo] o Jolsi++/o] 26ms,3 


Ce régime s’est montré des plus efficaces. Un coup d’ceil sur 
ce tableau montre que la production de nitrates, loin de s’affai- 
blir, devenait de plus en plus énergique, etfinalement, surtout 
si les doses d’ammoniaque étaient relativement faibles, on ne 
remarquait méme plus l’apparition de l’acide nitreux, mais toute 
Vammoniaque ajoutée un jour se trouvait 4 examen suivant 
déja transformée en acide nitrique. Voir par exemple : 21/11 et 
24/11, 24/11 et 25/11. Pour constater l’apparition passagtre de 
nitrites dans ces cultures, il fallait répéter examen d’heure en 
heure, ot ajouler une dose plus forte de sel ammoniacal; dans 
ce dernier cas Ja formation de fortes quantilés d’acide nitreux 
apres chaque nouvelle dose d’ammoniaque devenait de nouveau 


tres frappante. 
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Voila donc que nous avons réussi & provoquer dans notre 
milieu ordinaire une nitrification en tout point analogue au phé- 
nomene naturel. La production de nitrate aux dépens de |’ammo- 
niaque y est devenue réguliére et rapide, et ce n’est qua la 
facilité de controler le phénoméne dans le milieu liquide que 
nous devons la constatation de la production intermédiaire de 
nitrite dans ce cas, comme dans les autres. 

L’influence nocive du milieu liquide sur. cette fonction est 
donc tout a fait illusoire, et c’est a tort qu’on l’a accusé de la 
réprimer. Ce ne sont pas les qualités physiques ou chimiques 
du milieu qui sont en jeu, mais évidemment des influences 
d’ordre biologique. Ces expériences ne permettent encore de 
rien préciser, mais en continuant l’analyse on pourra en tirer des 
indications utiles. 

En comparant dans le tableau de la page 585 les circon- 
stances qui accompagnent la disparition de cette fonction, nous 
trouvons que dans des séries ou elle se maintenait, elle cesse 
dans une nouvelle génération, quand celle-ci provient directe- 
ment d’une culture qui, au moment de la prise de semence, était 
encore tres riche en nitrites. Nous avons déja dit que la pre- 
miére génération des cing premieres séries a été ensemencée 
au moyen de cultures trés riches en nitrite & ce moment; au 
contraire les premitres générations des six dernitres pro- 
venaient directement de cultures ou la production de nitrates 
était trés avancée; et nous voyons comme conséquence cette 
fonction déja abolie dans les premiéres, lorsqu’elle est encore 
persistante dans les secondes. 

Cette fois comme les autres on n’a pas eu l’idée d’attendré 
que l’oxydation eit alteint partout un degré équivalent; pourvu 
que la disparilion totale de l’ammoniaque ett montré que la 
nitrification s’était bien poursuivie partout, une nouvelle géné- 
ration était ensemencée au moyen de la plus récente, a des 
intervalles d’un mois en moyenne. 

Il est arrivé ainsi finalement que les cultures Reghaia et 
Rouiba, 5° génération; Tunis, 6° génération; Campinas, T° géné- 
ration, ont été ensemencées — le 12/3, le 21/4 et le 12/5, — 
au moyen de cultures de la précédente génération, qui don- 
naient & ce moment une réaction nitreuse au maximum 
(comparer les dates de l’examen, 12/3, A8/4 et 14/5), et dans 
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les nouvelles générations V’oxydation des nitrites n’a plus 
réapparu. 

Pour résumer, la seule conclusion stre que nous donnent 
ces observations est celle-ci : la cause immédiale de la suppres- 
sion de la production des nitrates dans les cultures successives 
en milieu liquide est & chercher dans l’état de la culture-mére 
au moment de la prise de Ja semence, état duquel dépend la 
qualité de cette derniére. 


i 


Le résultat de ces observations sur la production de nitrate 
dans une culture mélangée est déja difficilement compatible 
avec V’idée d’un seul ferment nitrificateur, dont la fonction se 
modifierait. Duméme coup, toute idée qui verrait dans ce phéno- 
méne autre chose que l’action d’organismes est définitivement 
écartée sans qu'il soit nécessaire de la discuter. 

Passons maintenant a la question de savoir si les ferments 
nitreux, ou devenus nitreux, si l’on veut, manifestent encore 
quelques vestiges d’un pouvoir oxydant sur les nitriles, el si ce 
pouvoir peut leur étre restitué par des moyens appropriés. 

Pour y répondre, on dosait le taux de l’azole nitreux dans 
les cultures, et on répétait, bien apres la disparition totale de 
l’ammoniaque, les dosages a des intervalles de 7 a 20 jours. 
Quelques centimetres cubes suffisaient pour ce dosage, qui 
s’effectuait par titrage avec une solution de permanganate 
1/100 normale, ou par la méthode colorimétrique avec la méta- 
phényléne-diamine ; ou par les deux méthodes ensemble, en 
prenant la moyenne des résultats, quand il s’agissait de faire 
un dosage trés exact. : 

Avant de faire. ces dosages successifs, on attendait toujours 
de six semaines a deux mois pour donner amplement au 
phénoméne le temps de se déclarer. 

Le tableau ci-joint montre que dans aucun cas on n’a pw 
constater d’oxydation notable du nitrite formé. 
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S’il ya diminution du taux de l’azote nitreux, elle ne dépasse 
pas lerreur possible des dosages. Dans Ja majorité des cas, il y 
a eu au contraire augmentation, ce qui s’explique facilement par 
laugmentation de la concentration du liquide On comprend 
aisément que cette évaporation peut étre plus abondante dans 


des vases avec bouchons de coton Jaches, avec une surface de. 


liquide plus grande, elc., tandis qu’elle est faible ou nulle dans 
des conditions inverses. Le résultat étant uniformément négatif, 
et concordant parfaitement avec ceux d'autres auteurs, de 
M. Warington en premiere ligne, on n’a pas multiplié ces ex- 
périences. 

Une méthode encore plus simple donne des résultats tout 
aussi certains. Je faisais nitrifier une solution ammoniacale trés 
faible, & 1 ou 2 pour 100,000 : la trace de nitrite qui en ré- 
sullait persistait aussi longtemps que j’observais ces cultures, 
six a huit semaines. 

Des tilonnements ont été faits ensuite pour rechercher si 
quelques substances quimanquaient dans ma solution ordinaire, 
mais qui ne manquent jamais dans la terre, pourraient favoriser 
d'une maniére ou d’aulre cette oxydation J’ai pensé aux sels de 
fer et aux matievres humiques. 

Les sels ferriques ont été souvent regardés comme suscep- 
tibles de rendre leur oxygene aux corps facilement oxydables, et 
de servir ainsi d’intermédiaire a l’oxydation. L’addition aux cul- 
tures d’hydrate ferrique fraichement précipité, et en exces, a 
élé plusieurs fois essayé dans le cours de mes expériences de 
Pété 1890. L’effet en a été nul, et je n’en ai rien dit dans mon 
mémoire (N° 12, t. IV de ce recueil) qui s’occupe de cette période 
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de travail. Cette fois, j’ai essayé un sel ferreux, pour voir si 
Yoxydation simultanée d’un sel de fer et de l'ammoniaque ne 
pourrait avoir quelque effet nouveau. Au lieu de sulfate d’am- 
moniaque, on a donné a une culture une quantité équivalente de 
sulfate ferreux-ammoniacal. La nitrification alla aussi bien que 
toujours, mais l’effet, au point de vue qui nous intéresse, fut nul: 
voir ’expérience E du tableau de la page 390. 

La culture dans un extrait alcalin d’une terre riche en humus, 
stérilisé et additionné de sulfate d’ammoniaque, n’a pas eu 
un meilleur résultat. (Voir le méme tadleau, exp. D.) 

Des expériences plus suivies ont été faites Ep eeamenannte 
rechercher si Ja culture sur milieu solide ne pourrait avoir pour 
résullat la restilulion du pouvoir oxydant sur les nitrites. Contre 
la culture en milieu liquide, une objection pouvail encore sub- 
sister, & savoir que, dans des conditions naturelles, ces orga- 
nismes vivent plutét a Vair humide et non submergés dans un 
liquide, comme c’est le cas pour. lesdites cultures: C’est la peut- 
étre que serait la cause d’un changement dans leur action. Le 
bien fondé de cette objection ne saurait étre nié d’avance. Il 
fallait des faits pour lui répondre. 

Comme milieu solide on a employé : 

4° Une gelée de silice, imprégnée de sel ammoniacal; 

2° De la lerre stérilisée. 


On a cullivé sur silice gélatineuse! les organismes des terres Ztirich, 
Gennevilliers, Java, Japon. On faisait les ensemencements, tantot en prenant 
une gouttelette infinitésimale d’une culture liquide, eten l’étendant en stries 
sur la surface de la gelée déja solide, tantot en Ja mélangeant au milieu 
ayant sa gélification. Dans l'un et dansl'autre cas, les colonies poussaient 
plutot a la surface, et se trouvaient ainsi dans des conditions qui ne diffé- 
raient en rien, au point de vue de I’accés de lair, des conditions naturelles. 
En conservant les boites Petri, qui servaient 4 ces cultures, dans de grandes 
chambres humides, la dessiccation de la gelée pouvail ¢tre aisément évitée 
pendant de longs mois. De temps en temps on y prélevait des morceaux de 
gelée, gros comme un pois, et on les jetait dans de petites coupes contenant 
gee du réactif iodamylique. 

Douze plaques ont été encemencées dans l’intervalle du 15au 30 décembre. 


L’expérience a duré jusqu’au 5 mai. 


Les résultats de la culture sur silice peuvent ¢tre résumés 


4. Voir sa composition, t. V, n° 2 de ce recueil. 
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én quelques mots. La réaction nitreuse apparait dans les pre- 
miers jours; au bout de 7 a 12 jours elle alteint son maximum 
d’intensité’, elle reste stationnaire ‘aussi longtemps que dure 
Vexpérience. | 3 

D’autres expériences de culture sur le méme milieu, trés 
nombreuses, faites dans le but d’isoler les organismes_nitrifica- 
teurs, sont venues ensuite confirmer ce résultat. Plusieurs per- 
fectionnements oul été apportés ala méthode, la composition du 
milieu a beaucoup varié, Jes cultures sont devenues plus luxu- 
riantes; mais rienn’a changé quant a la production et a la cons- 
tance des nitrites. 

Comme tout a fait décisives dans celte question, je regarde 
mes expériences avec la terre. Je Jes expose en détail dans le 
chapitre VI de ce mémoire. Ici j’en donnerai seulement le résul- 
tat : dela terre stérilisée et ensemencée par une culture pure d'un fer- 
ment nitreux ne produit que des nitrites, et ceux-ci y sont tout ausse 
stables que dans.le maliew lequide?. 


il 


Nous sommes maintenant sur le point d’admettre que les 
causes de l’oxydation de l’ammoniaque d'un cdété, de Voxydation 
des nitrites de l'autre, sont différentes. Nous ne doutons plus du 
tout que cette derniére ne soit due a des organismes, et il nous 
parait déja maintenant peu probable que ce soient des especes 
banales qui le produisent. La question est seulement de savoir, 
si cette fonction est spécifique a un degré aussi complet que celle 
d’oxyder l'ammoniaque, ou si elle est plus ou moins répan- 
due dans le monde des microbes. L’étude des organismes peu- 
plant mes cultures devait répondre. Elle fut entreprise et 
étendue & la fois toutes les séries de culture de provenance 


1. Le morceau de gelée jetée dans le réactif devient momentanément noir, et le 
liquide qui le baigne dun bleu opaque. 

2. Les ferments pitreux étant sansaction sur le nitrite une fois formé, il faudrait 
admettre que le peude nitrate, qu’on trouve toujours dans leurs cultures comple- 
tement pures, se formerait en méme temps que le nitrite aux dépens de l’azote 
ammoniacal. Il y a pourtant plusieurs incertitudes & lever, dues surtout a l'im= 
perfection des méthodes d’analyse, et je n’entrerai pas ici dans une discussion sur 
ce sujet, en me réseryant d’y reyenir ; dere’ 
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différente, dont nous nous sommes occupé dans Je chapitre I de 
ce mémoire. 

Cette étude a porté d’un cété sur la recherche d’organismes 
nitrificateurs & fonctions analogues & ceux qu’on connait, c’est- 
a dire de ferments nitreux: de autre, sur la recherche d’orga- 
nismes capables de produire des nitrates au dépens de nitrites 
— de ferments nitriques. 

Je commencerai par exposer briévement la partie du travail 
qui se rapporte a la premiére de ces deux taches. 

Elle a été naturellement tres facilitée par mes recherches 
antérieures; il n’y avait qu’a appliquer les mémes méthodes. 
Quant au résultat, il se laissait prévoir, et moi-méme je l’ai 
prédit dans les conclusions de mon premier mémoire sur la 
nitrification. Il était cependant attrayant d’étendre ces re- 
cherches a des terres provenant de toutes les parties du monde. 
La nitrification, phénoméne universel, grandement indépendant 
de toute condition locale, mérite bien d’étre étudié comme tel. 

On avait au premier abord une certaine satisfaction a cons- 
tater que tous ces organismes, de quelque provenance qu’ils 
soient, appartiennent tous au type physiologique dont j'ai précisé 
les traits généraux. Un sel ammoniacal et un carbonate, outre 
des traces de sels nutritifs ordinaires, dans l'eau distillée, réa- 
lisent leurs meilleures conditions d’existence. 

Les caractéres extérieurs de leurs cullures ne différaient en 
rien aussitOt quils devenaient constants, cest-a-dire. aussitdt 
que l’épuration par cultures successives avait atteint un cer- 
tain degré. Le liquide restait la plupart du temps limpide ; mais, 
a un moment donné, on remarquait, au moins tres souvent, un 
trouble assez prononcé, mais passager, apres quoi la couche du 
carbonate au fond des vases prenait cet aspect gélatineux et 
floconneux que j’ai signalé. 

L’étude microscopique souvent répétée de ces cultures a 
donné des indications trés précises. 

D’abord quelques mots sur la méthode de préparation dont 
on s’est servi. Une trace du dépét était étendue sur une lame 
couvre-objet et séchée comme d’ordinaire. On ajoutait alors une 
goutte dune solution trés étendue, tout a fait transparente. 
de vert de malachite; au bout d’une demi-minute a peine, on 
lavait et on colorait par une solution également tres faible de 
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gentiane, qu’on laissait agir pas plus longtemps. La coloration 
des cellules est alors tres nette et intense sur un fond tout a fait 
incolore !, 

fin examinant d’aprés cette méthode les cultures ot il n’y ~ 
avait constamment que production de nitrite, ainsi que celles ou 
le nitrite accumulé ne montrait encore aucune lendance a dis- 
paraitre, on voyait les parcelles du carbonate couvertes de 
sruupes épars et de zooglées massives, composés de cellules 
sans aucun doute identiques. Par leurs formes rondes ou arron- 
dies, par leur grandeur relative, mais autant encore par leur 
quantité et leur uniformité, elles tranchaient au premier coup 
d’ceil sur d’autres végétations, qui étaient le plus souvent ou 
des formes nettement bacillaires (avec spores), ou des batonnets 
minuscules. Sauf des bouts de mycélium, provenant des petits 
Oidiwm du sol, on n’y découvrait rien de plus au microscope. 
Toutes ces dernitres formes ne se trouvaient généralement 
qu’a la surface du liquide, formant une sorte de voile si léger 
qu’on ne le distinguait a l’ceil nu que dans des cultures agées 
de plusieurs semaines. 

Je n’ai jamais hésité a admettre que ces masses zoogléiques 
appartenaient aux ferments nitreux, ce qui s’est confirmé chaque 
fois. Depuis, j’ai eu le temps d’en isoler quelques-uns, notam- 
ment ceux des terres Gennevilliers, Java, Melbourne et Quito, et 
de m’assurer qu’ils le sont vraiment. Cette constatation présen- 
tait un intérét particulier pour la terre Quito. On se rappelle que 
la production de nitrates s’est montrée trés persistante dans les 
cultures de cette origine; il est démontré a présent que cette 
terre contient aussi un ferment nitreux qui, en cetle qualité, ne 
différe pas des autres. 

Quant & la morphologie de tous ces organismes, elle ne se 
laisse pas faire en quelques mots, et je me trouve obligé, de 
crainte de prolonger outre mesure ce mémoire, de la remettre a 


4. Il n’en est pas de méme si on fait agir d’autres colorants additionnés de 
mordants, de I'huile d’aniline, d’alcali, etc. La coloration avec Ja fuchsine a ‘l'eau 
anilinée est trés belle, mais il est difficile d’éviter que Ja matiére colorante se pré- 
cipite sur les particules de la base, ou que la matidre gélatineuse prenne une colo- 
ration trop intense. Des lavages a I’alcool n'ont pas toujours le résultat voulu. La 
coloration avec de simples solutions de fuchsine, de gentiane, de bleu de méthy- 
lene, surtout avec ce dernier, est lente et ne donne pas de belles préparatioas. 
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plus tard’. Je ne donne ici qu’un court résumé des résultats 
principaux. 


Chaque terre ne posséde jamais qu’une seule espéce ayant la 
fonction d’oxyder ’ammoniaque. 

Les terres de localités non éloignées contiennent, comme 
on pouvait le prévoir, une seule et méme espece de ferment 
nitreux. 

Au contraire, les différences morphologiques sont plus ou 
moins marquées entre les organismes provenant de pays tres 
éloignés, méme quand ils ne sont pas séparés par la mer. 

Quelquefois ce n’est qu'une différence de taille, mais qui 
se maintient tout a fait constante; quelquefois, les caractéres 
distinctifs sont plus saillants, de sorte qwil faudra distinguer 
probablement quelques especes ou méme des genres, selon le 
principe de la classification. 


IV 


Je passe a mes recherches d’un organisme producteur de 
nitrate. 

Elles ont été commencées en méme temps que celles dont 
nous venons de parler, par une étude microscopique des cul- 
tures, mais ici on choisissait naturellement celles d’entre elles 
ou une oxydation énergique de nitrites se poursuivait. On a pris 
notamment les cultures Tunis et Reghaia du tableau de la 
page 585, en espérant de tirer quelques indications dela compa- 
raison de leurs organismes avec ceux des cultures de méme 
origine, mais encore en pleine période nitreuse. 

A la date du 6 décembre 1890, je trouve dans mon journal 
se rapportant a ladite culture série Tunis, la note suivante : « A 
coté de masses zoogléiques d’un coccus, végétation tres riche d’une 
bactérie, exceptionnellement petite, tant6t assez régulitrement 
ovale, tantol en forme de batonnets irréguliers, formant le plus 
souvent de petits groupes denses mais aplatis. » Mon attention 


ro 


4. Les observations morphologiques faites au commencement sur un matérie 
impur ont été répétées ensuite sur un matériel épuré, et finalement avec des cul- 
tures complétement pures. Je posstde maintenant une grande collection de pho- 
tograpbies de tous ces organismes dans leurs différents stades de développement, 
Je les livrerai a Ja publicité aussi vite qu'il me sera possible. 


. 


596 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


fut immédiatement attirée par cet organisme, et des. tentatives 
disolement entreprises. 

Pour comprendre la direction qu’ont prise alors mes expé- 
riences, il faut dire que les causes de la disparition de la produc- 
tion de nitrate dans les cultures successives m’était encore tout 
a fait obscure, et je tachais de me faire une idée la-dessus. II 
me parut alors probable que cette cause résidait dans le manque 
de substance organique dans ces cultures. J’ai si souvent suivi 
la disparition de microbes banaux, présents comme impureté 
dans mes cultures, & cause de leur manque en substance orga- 
nique, que je pensais que dans ce cas il pourrait bien en étre 
ainsi. Cette supposition était en divergence avec ma propre 
expérience, assez longue, des organismes oxydant les substances 
inorganiques, mais je ne trouvais pas en ce moment d’autre 
explication satisfaisante du fait qui mintéressait. 

J'ai cru par conséquent devoir employer, pour isoler ce 
ferment, des milieux solides comme ceux qu’on emploie ordinai- 
rement. Je me suis servi : 


De la gélatine nutritive ordinaire; 

D’une solution ammoniacale a base de gélatine; 
De la méme a base de gélose; 

D’urine gélatinisée par la silice; 

D’une infusion de foin gélatinisée par la silice. 


En faisant ces cultures surtout sur gélatine ordinaire, on 
avait soin de préserver les plaques de Valtération aussi long- 
temps que possible; on y arrivail par un ensemencement tres 
pauvre. On s’attachait ensuite a isoler de toutes les colonies celles 
qui apparaissaient le plus tard et qui poussaient le plus lente- 
ment. C’est qu’on croyait que ce ferment, tout en exigeant du 
carbone organique pour sa croissance, n’a pas sur ces miileux 
allure des especes dont la décomposition de la matitre orga- 
nique est la seule fonction. 

J’ai commencé par isoler cing especes provenant de la série 
Tunis, auxquelles est venue se joindre une sixieme, des plus lentes 
dans sa croissance sur ces milieux. Outre ces six formes, rien 
aulre chose n’y poussait. De la série Reghaia on n’a choisi que 
deux especes de croissance fort lente, en laissant les autres de 
colé. Pour essayer si ces especes avaient le pouvoir d’oxyder les 
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nitrites, des ensemencements ont été faits dans des milicux 
liquides, qui étaient : 

Des cultures anciennes des ferments nitreux, stérilisées par 
ébullition; 

Le méme liquide, additionné de quelques gouttes, jusqu’a 
1/2°°, dinfusion de foin ; 

Une infusion de terre végétale stérilisée & V’autoclave et 
additionnée de nitrites et d’un peu de phosphate de potasse. 

Toutes ces expériences ont donné un résultat absolument 
négatif. On les a gardées 60 jours en observation, et on n’a 
constaté nulle part de disparition de nitrite. Cependant, dans 
les cultures de la derniére catégorie, le liquide n’en contenait 
que des traces. 

Ces échecs ont eu pour résultat de montrer que la faculté 
d’oxyder |’acide nitreux n’est nullement répandue parmi les 
microbes. Elles ont montré de plus que c’est un trait évidem- 
ment commun a tous ces organismes oxydants, que de se refuser 
& vivre sur des milieux solides, chargés de matiére organique, 

Une nouvelle période de recherches plus fructueuses date du 
commencement de cultures successives dans des liquides addi- 
tionnés de nitrite de potasse, mais dont l’ammoniaque était 
exclue. Comme point de départ de ces séries, les cultures Quito, 
Tunis, Reghaia 5¢ génération, ont été choisies. 

Ici, je le dirai tout de suite, nous allons voir se confirmer ce 
que nous ayons dit de la qualité de la semence, prise en pleine 
période nitreuse du phénoméne. L’ensemencement s’est fait le 
27 avril; les deux derniéres cultures donnaient alors une 
- réaction nitreuse trés intense (voir le tableau de la page 585 
sous 18/4 et 5/5). Depuis, la culture Tunis 5° génération, a fini 
par oxyder son nitrite (voirle tableau a la date du 2/6); mais les 
cultures de la nouvelle série Tunis, ainsi que de Reghaia, nont 
jamais donné lieu & ce phénoméne : la semence ne contenait 
pas l’organisme spécifique. 

Au contraire, celte oxydation prit tout de suite un cours 
régulier dans la nouvelle série Quito. Nous avons vu qu’en pré- 
sence de l’ammoniaque le phénoméne ne débutait lentement 
qu’apres la disparition totale de ce corps, dont la présence entra- 
vait évidemment sa marche. Ici ce retard ne se faisait plus 
sentir, et la production de nitrate était, par conséquent, beau- 
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coup plus rapide : au lieu dé 3 semaines au minimum, 10 a 
14 jours pour la méme quantité. 

Je remarquerai en passant que l’oxydation était toujours si 
complete, que méme un réaclif d’une sensibilité aussi exagérée 
qu'une solution d’acide sulfanilique avec de la naphtylamine, 
acidulée d’acide acétique, ne décelait plus la moindre trace 
d’acide nitreux. 

Ces observations m’ont révélé tout de suite que pour qu’une 
production de nitrate puisse se poursuivre sans entraves, les 
ferments nitreux doivent étre tenus soigneusement a lécart : 
car on ne pouvait évidemment attribuer au sel ammoniacal lui- 
méme, a dose si faible, aucune influence en ce sens. Pas 
d’ammoniaque alors, qui est le corps de prédilection de ces 
organismes, mais rien que du nitrite dés le début : jeter un peu 
de terre dans une solution de nitrite serait assurément le che- 
min le plus direct pour se procurer le ferment nitrique, et 
continuer les cultures successives dans le méme milieu un 
moyen efficace pour l’épurer. Le ferment nitreux ne pourra se 
maintenir dans ces conditions, et les microbes de ces cultures 
devront se montrer finalement incapables de produire de l’acide 
nitreux aux dépens de l’ammoniaque. 

Toutes ces prévisions se sont pleinement réalisées . 

De la terre fraiche de Zurich et de la terre de Java ont été 
introduites dans une solution minérale, additionnée de nitrite 
de potasse correspondant a la dose de 22 milligrammes d’acide 
nilreux pour chaque vase. Au bout de 14 jours, le nitrite avait 
disparu dans la premiére des deux cultures; il a persisté plus 
longtemps dans la seconde. De ces cultures-méres, deux nou- - 
velles séries : Zurich et Java, furent commencées, mais ce 
n’est que la premiére des deux qu’on a surveillée attentivement. 


L’oxydation du nitrite prit tout de suite un cours régulier 
dans les deux. 

Ces cultures Zurich furent soumises & une étude microsco 
pique soigneuse. Jamais je n’ai réussi & y constater la présence 
du ferment nitreux de cette terre, que je connais depuis si long 
temps. Ceci est encore une preuve a ajouter a celles que nous 
avons données, de l’impuissance du ferment nitreux a oxyder le 


nitrite : cette substance n’est pas propre a soutenir sa végéta- 
tion. 
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Pour s’assurer de son absence, le liquide ammoniacal ordi- 
nairement employé pour la culture des ferments nitreux fut 
ensemencé au moyen de lune de ces cultures, troisitme géné- 
ration. Sur une plus grande échelle, ces expériences ont été 
eusuile répétées avec une culture épurée de la nouvelle série 
Quito. Aucune de ces cultures n’anitrifié; au bout de deux mois, 
il n’v avait ni nitrites ni nitrates. 

En l’absence des ferments nitreux, aucune nitrification n’a 
donc lieu, les ferments nitriques étant totalement dépourvus d@ action 
sur Vammoniaque. 

L’élimination des ferments nitreux des cultures en solution 
de nitrite est méme plus facile que I’élimination des ferments 
nitriques des cultures en liquide ammoniacal. Cecin’est pas dif- 
ficile & comprendre, l’absence de l’ammoniaque supprimant 
d'un coup tout développement des ferments nitreux, tandis 
que l’élimination du ferment nitrique n’est due qu’a des in- 
fluences qui l’entravent, qui retardent son développement, mais 
qui, en somme, préparent un milieu qui lui est favorable. 

La preuve que le phénoméne de nitrification se compose de 
deux périodes distinctes : la période nitreuse et la période nitrique, 
et que chacune s’accomplit sous l’influence d’organismes dis— 
tincts, est des maintenant compléte et irréfutable. Reste encore 
a faire connaitre un ferment nitrique. 


x 


J’ai choisi le ferment nitrique sud-américain, dont l'étude 
était déja & ce moment plus avancée; et puis l’énergie de son 
action était, sans aucun doute, supérieure a celle des autrés, ce 
qui rendait son étude plus intéressante. Je continuais a le culti- 
ver tant6t dans le liquide de culture stérilisé des ferments nitreux, 
tantOt dans une infusion de terre, finalement dans une solution 
de sels minéraux, toujours naturellement additionnée de nitrite. 
On ne remarquait aucune différence dans la rapidité du phéno- 
mene. Pour en finir avec la question de savoir si un peu de sub- 
stance organique favorise l’action de cet organisme, des expé- 
riences spéciales ont 6té exécutées. 


Wee eee ee te 
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Cing grands matras coniques a fond plat recurent chacun 40ce d’eau 
distillée additionnée, comme d’habitude, de phosphate, etc., et de nitrite de 
potasse, dont la quantité, dosée par le permanganate. correspondait a 
21,6 milligrammes d’acide nitreux pour chaque vase. Tous furent addi- 
tionnés d’un peu de carbonate de magnésie. Deux d’entre eux, A et A’. 
recurent en outre un demi-centimétre cube d’une infusion de foin, les deux 
autres, B et B’, ne furent additionnés d’aucune substance organique. Quatre 
d’entre eux furent ensemencés avec une culture de la nouvelle série Quito, 
le cinquiéme resta non ensemencé comme controle. Le tableau ci-joint 
donne tous les détails dela marche de cés cultures. 


| | in 
12} 3015 9 12 = 18} 18 27 aie 29} 30] 1) 2 | 4 ie 10 
8/6! 6 6 6 {6 6 (6\/6|6|6|7/7|/7|/7| 7 
Culture A.}2 |] 0 0 0 0 0} j+] 0 0 0 
a ATT ol OnE a) po h8 hoe | a1. O shea be: )-ei 0 les [Ove eam 
3 2 5 E/2 5 e 5 . 
Path BD lieeet O.2ah bp 0 /E/O/E/E] O [EIO]E/+/0/E])0/&] 0 
>» BJS} o (El+4] 0 JElolzi=z] o JElolzl+lolzlol®| o 
2 2 Ke) Ne) Sz =) GJ aN 
<i of oF ac) Sse ee. oy ee hse 
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On voit que la présence de matiéres organiques dans le genre 
de celles que ces organismes trouvent aisément dans la nature 
leur est indifférente, a en juger parce que l’énergie de leur ac- 
tion ne s’en ressent pas. Cette expérience donne en méme temps 
un bon exempie de l’allure vive que prend Je phénoméne quand 
Vammoniaque avec ses ferments est exclue. 

J’ai réussi facilement a cultiver ce ferment nitrique sur les 
milieux solides. Comme tel, j’ai employé un liquide de culture 
de ferment nitreux, concentré par ébullition jusqu’a 1/3 de son 
volume, et gélatinisé par deux fois son volume de solution sili- 
cique, 


Le 27 avril, j'ai ensemencée une plaque, en y délayant une gouttelette 
de culture. Le 5 mai je vis apparaitre, rien que sur la surface, de toutes 
petites colonies, qui me parurent appartenir a un petit oidiwm du genre de 
ceux qu’on trouve trés souvent dans le sol. Un morceau de gelée, jeté dans 
le réactif iodamylique, donna une réaction trés intense. Néanmoins, on 
inocula cet organisme dans quatre yases, contenant la solution de nitrite ordi- 
naire, additionnée ou non d’infusion de foin: dans tous, la réaction nitreuse 
persista indéfiniment. Aussi fut-on étonné de constater, le 1er juin, que la 
gelée de la plaque n’en donnait plus trace. En examinant celle-ci de nou- 
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yeau au microscope, on constata que d’autres colonies beaucoup plus 
grandes avaient poussé dans l’intérieur de la gelée, tandis que celles qui ont 
apparu les premiéres sont restées toutes petites. Ces nouvelles colonies, 
d'un jaune grisatre, n’étaient pas sphériques de forme, mais plutot lenticu- 
laires, lamelliformes, souvent un peu recourbées en tous sens, et se présentaient, 
tantot plus ou moins de face, tantot de profil, ce qui donnait a leur en- 
semble un aspect peu habituel. Le 13 juin, quatre matras furent ensemen- 
cés avec ces colonies. Le 22, deux ne contenaieut plus de nitrite, auxquels 
un troisiéme est venu bientot se joindre; dans le quatriéme le phénomene 
n’a pas eu lieu. 


Le premier essai avec ce milieu a tout de suite conduit au but, 
et un ferment producteur de nitrate était isolé. C’était ’unique 
espece de cette terre qui fut douée de cette fonction; celle-ci 
s'est donc montrée au méme degré spécifique que dans le cas des 
ferments nitreux. 

Les cultures de cet organisme en milieu liquide méritent a 
peine la désignation de culture, ceil nu n’y découvrant généra- 
lement aucune espéce de végétation: le liquide est clair, la 
surface est pure de tout voile, aucun flocon au fond. En séchant 
des gouttelettes du liquide et en colorant comme d’ordinaire, on 
y voit si peu de chose, en fait d’organismes, qu’on se refuse a 
croire que ces quelques petits batonnets puissent exercer une 
action appréciable quelconque. Quelquefois on ne parvenait a y 
découvrir presque rien, de sorte que |’examen chimique et l’exa- 
men microscopique paraissaient en contradiclion flagrante :.d’un 
coté action tres notable, méme énergique; de l'autre pas d’orga- 
nismes. 

Jai réussi enfin ales trouver. En les cultivant dans un liquide 
tres limpide je remarquai, — par comparaison avec des vases de 
controle, — que le fond des.vases de culture se couvrait d’un 
enduit gélatineux tres transparent, qui communiquail au verre 
une teinte gris bleudtre extrémement faible. En penchant le vase, 
je grattai le fond par le bout d’un tube capillaire filiforme, 
fraichement étiré; des flocons minuscules sont montés dans le 
tube avec un peu de liquide, tandis que l’enduit qui couvrait le 
fond laissait voir nettement des stries aux endroits ot le bout du 
tube avait passé. Séchés et colorés comme d’ordinaire, ces 
flocons se sont montrés au microscope comme composés exclu- 
sivement par des masses d’un organisme d’une petitesse 


extréme. 
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Cet enduit gélatineux adhere si fortement aux parois du vase, 
qu’on peut rincer ce dernier des dizaines de fois par de tres 
grandes quantités d’eau, sans parvenir a l’éloigner: Ceci peut 
étre utilisé méme comme un moyen tres simple pour épurer un 
peu cet organisme, pour éliminer notamment une autre petite 
bactérie, dont on trouve souvent les batonnets, éparpillés sur la 
surface du liquide. 

Dans des cultures anciennes enfin, agées de cing a six semaines 
au moins, et qu’on a soutenues par de nouvelles doses de nitrites, 
on distingue nettement une pellicule extrémement transparente, 
qui habille le fond des vases. En agitant le liquide, des petits 
bouts s’en détachent qui nagent dans le liquide. Avec un peu de 
patience on réussit & en attraper et &en faire des préparations 
colorées. C’est celles-ci, qui montrent les cellules de l’organisme 
dans Jeur connexion naturelle, qui sont les plus instructives. 

Je n’ai pas réussi du premier coup a en faire de bonnes 
préparations. Les cellules retiennent faiblement la couleur, elles 
ont de plus la tendance a se colorer inégalement; la décoloration 
de la matiére gélatineuse, qui les englobe par lavage, n’étant pas 
encore complete, il en résulte des tableaux microscopiques tres 
peu clairs et impossibles a interpréter. 

Je suis arrivé & avoir de bonnes préparations, en faisant agir 
le vert de malachite et la gentiane, comme je l’ai indiqué plus 
haut, et en colorant encore en troisitme lieu & chaud par la 
fuchsine al’eau d’aniline; on Jave ensuite a l’eau chaude a 50-602, 
ce qui enléve presque la coloration a la matiére gélatineuse, et 
Jes cellules se présentent alors trés nettement, quoique assez peu 
intensement colorées en rouge violet sur un fond rose. 

Le photogramme (P]. XVIII fig. I) donne une trés bonne idée 
de leur mode de végétation et de leur forme. I] représente un mor- 
ceau de cette pellicule dont on distingue tres bien les contours. 
Ony voit les cellules réunies par une membrane gélatineuse et 
sroupées en petits amas denses composés souvent d’une seule 
couche de cellules. La forme des cellules est toujours allongée, 
mais rarement régulitrement cylindrique ou ovale. Elle est 
plutot pyriforme, le bout rétréci quelquefois allongé en sorte de 
petit bec recourbé. Leur longueur moyenne ne dépasse pas un 
demi-micromillimétre; leur épaisseur, variant beaucoup dans 
une seule et méme cellule, est 3/2 a 2 fois plus petite. . 
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J’ai joint, pour permettre une comparaison, une photographie 
(fig. 2) du ferment nitreux de la méme terre sud-américaine. La 
préparation a été obtenue en pressant une lamelle sur une vieille 
culture sur silice, déja devenue un peu impure. Dans une culture 
plus jeune en solution ammoniacale les cellules paraissent 
encore plus grandes. 

La différence dans la forme des cellules des deux ferments 
est, on le voit, tres marquée, et, en y joignant encore celle de 
leur mode de végétation, Jeurs caractéres distinctifs sont aussi 
suffisants qu’on peut le désirer pour des microbes. 

Ceci se rapporte aussi bien aux deux autres terres que j'ai 
éludiées : on distingue facilement ces deux organismes l’un de 
Vautre par leurs caracteres morphologiques. Dans les cultures, 
les ferments correspondants se comportent aussi de Ja méme 
maniere. 

J'ai taché de donner une cavactéristique aussi complete de 
ce nouvel organisme que je l’ai pu. Il sera tres difficile d’aller 
plus loin dans l’étude de ses propriétés morphologiques et 
physiologiques. Une question trés importante, on l’a remarqué, 
n’a pas recu de réponse directe: c’est celle de savoir si cet orga- 
nisme est capable d’assimiler le carbone de |’acide carbonique ou 
des carbonates. On congoit que la démonstration exacte de ce 
fait présente d’autant plus de difficultés que les phénomeénes de 
synthese de la substance organique sont plus faibles. Ilssonttrés 
sensibles dans le cas des ferments nitreux, qui présentent une 
énergie de végétation et d’action beaucoup plus grande que ce 
nouvel organisme. Ils doivent étre tout a fait insignifiants chez ce 
dernier, & tel point, nous l’avons vu, qu’il est méme difficile de 
Je découvrir dans le milieu ou il exerce pourtant une action 
trés notable. Mais malgré l’absence d’une démonstration rigou- 
reuse du fait, je crois qu’on penchera a admettre, par analogie, 
que la nutrition carbonée de ce nouveau groupe ne différe 
pas essentiellement de celle des ferments nitreux; surtout en 
songeant que les substances organiques n’ont, ici comme a, 
aucune influence favorable sur leur action et leur multipli- 
cation. 

La qualité ferment chez ce microbe est des plus marquées, elle 
est exceptionnelle. Le pouvoir oxydant de cette quantité impon- 
dérable de substance vivante est étonnant; mais en jugeant l’or- 
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ganisme au point de vue de l’énergie de son processus vital, nous 
lui assignerions une place au plus bas de l’échelle des etres 


vivants. 
VI 


Je passe maintenant a mes expériences de nitrification dans 
le milieu terre. 

Elles ont été conduites a plusieurs reprises, en méme temps 
que toutes celles que je viens de décrire, dans le but : | 

1° De rechercher si les ferments nitreux se comportent dans 
ce milieu de la méme maniére que dans les cultures en solutions 
minérales, au point de vue des produits de leur action. 

2° De comparer la production des nitrates dans le milieu 
liquide au méme phénoméne quand il se fait dans le sol. 


I. De la terre, prise dans un petit pare au voisinage du laboratoire, a été 
débarrassée de pierres et de débris végétaux et ameublie, autant que cela se 
pouvait, & l’état frais. Elle a été distribuée immédiatement a raison de 
800 grammes dans deux grandes boites de verre (formées chacune de deux 
cristallisoirs dinégale grandeur entrant lun dans l'autre). L’une A, a été 
mise de coté; l'autre B, fermée et bien liée par un cordon, a été descendue 
dans l’appareil de stérilisation de Koch, ot on l’a soumise & l’action d'un 
courant de vapeur durant 2 heures 42 heures et demie; ceci a été répété 3 fois 
pendant 3 jours successifs. 

Le 13 novembre 1890, onies arrosa chacune par 50ce d’eau distillée conte- 
nant 500 mer. de sulfate d’ammoniaque en dissolution. La terre Baété ensuite 
ensemencée de la maniére suivante : une culture du ferment nitreux 
(de Ziirich) a été filtrée sur un tampon d’amiante; celui-ci, trés bien lavé, a 
été repris et jeté dans un petit ballon, contenant quelques centimétres cubes 
eau. Aprés lavoir bien agité la dedans, on a laissé tomber goutte a goutte le 
liquide trouble, avec les flocons d’amiante, A plusieurs endroits de la terre 
B, Le tout a été fait, cela ya sans dire, avee toutes les précautions usuelles. 

Les deux vases ont été tenus & 20°. De temps en temps on y prélevait 
des échantillons, et on en extrayait, sur des portions égales, les sels solubles 
par lavage sur filtre. ; 

Le23novembre, lanitrification est déja trés avancée dans A. L’extrait con- 
tient des quantités considérables de nitrate, mais la réaction nitreuse est a 
peine perceptible, méme en faisant agir l'acide sulfanilique et la naphtyla- 
mine. Dans B, la nitrification est peu avancée, mais l’extrait donne déja une 
réaction nitreuse trés sensible. 

Le 4 décembre cette différence est déja des plus accentuées. La réaction 


nitreuse de l’extrait B est au maximum d’intensité, dans A elle est abso- 
lument nulle. 
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Bientot on constate, parl’ensemencement d’unetrace delaterre Bdans le 
bouillon, qu’elle est loin de contenir le ferment nitreux a ]’état pur. Soit 
que la stérilisation n’ait pas suffi, soit qu'une infection ultérieure ait eu lieu, 
elle est peuplée par des quantités trés grandes de différents bacilles a spores. 
L’expérience continue néanmoins et le résultat noté le 4 décembre ne 
change pas. 

Le 13 février 91, aprés avoir bien mélangé les deux terres un peu humides 
encore, on dose l'eau, l’azote nitreux et l’azote nitrique. 

Rapporlée & 100 grammes de terre séchée a 100° analyse a donné: 


Azote nitreux. Azote nitrique. 

megrs. mers. 

Acie ee eee INT] iS, 
|S ee ae Pat aiee OF?) non dosable. 


Il. Cette série d’expériences a été commencée le 10 mai. La méme terre 
est distribuée par portions beaucoup plus petites dans des matras coniques 
a fond plat et large goulot, bouchés par du coton. 

Ceux désignés par des majuscules sont plus grands, — diamétre du fond 
{2centimétres, — etcontiennent 102 grammes de terre fraiche. Les huit autres 
sont plus petits, — 5 centimétres de diamétre de fond, —et ne contiennent 
que25 grammes de laméme terre. Douze yases ainsi chargés sont divisés en 
trois lots. Ceux de chaque lot sont en tout pareils et tenus exacltement dans 
les mémes conditions, tandis que ces conditions varient un peu de lot en lot. 

Les deux lots: a, b,c, d, et w’, 6’, c’, d’, sont tenus a l’étuve a 30°, leur 
terre est peu humide et a une épaisseur d’environ 2 centimétres. Les vases 
du troisiéme lot A, B, C, D, sont tenus 4 22°-23°, humidité de la terre est 
plus grande, mais sa couche moins épaisse. 

De ces trois lots les vases : 

a, a, A, contiennent de la terre 4 l'état naturel, comme controle. 

b, b’, B, de la terre stérilisée 4 autoclave 4 135° et ensemencée par une 

goutte de culture du ferment nitreux (de Zurich). 

c, c, C, de la terre stérilisée dela méme maniére et ensemencée par une 

trace de la méme terre a l'état naturel. 

d, ad’, D, de la terre stérilisée comme les autres et ensemencée par une 

goutte de culture du ferment nitreux (de Zurich) et du ferment 
nitrique (de Quito). 


Aprés la stérilisation, les 8 petits vases regoivent tous la méme quantité 
de 2ce d’une solution de sulfate d’ammoniaque, les 4 grands 6°¢ de la méme 


solution !. 


4. On a omis de noter exactement la dose d’ammoniaque ajoutée. La solution 
faite a l’origine 4 2 0/0 de sulfate était devenue plus concentrée aprés plusieurs 
stérilisations, de sorte que la dose dépassait 40 mgr. de sulfate pour les petits 
vases, 60 pour les grands. Cet oubli n'est d’ailleurs d’aucune importance, parce que 
dans des expériences de ce genre on ne retrouve jamais la totalité de l’azote du 
début de Vexpérience, et V'interprétation d'une perte est tout a fait incertaine pour 
beaucoup de raisons. II suffit que la dose d’ammoniaque soit égale dans des expé- 
riences paralléles et qu'elle ne soit pas excessive. 


. 


606 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR. =~ : 


Pour finir l’expérience, on jetait tout le contenu d’un vase sur un filtre 
et on lavait, par aspiration, avec de l’eau froide, jusqu’a ce qu'une goutte 
d’eau de lavage ne donnat plus de bleuissement avec la diphénylamine. 


4e" lot. L’expérience finit le 9 juin. La terre est trouvée complétement 
séche !. L’analyse des extraits a donné le résultat suivant : 


Réaction nitreuse. R. nitrique. R. ammoniacale. 
OO S5e ac eee malile intense sensible 
Cb ae eis Be hon se trace intense 
Cot le ae able trace trés intense 
doko etre intense intense 


La nitrification est done loin d’étre terminée; elle a été évidemment 
interrompue par la dessiccation du milieu. 

On dose l’acide nitreux dans l’extrait b’ par le permanganate et par la 
métaphényléne-diamine. Résultat moyen : 


INCIGeu Mil CUlxesmey Lene ne a eeennnnn OL mes 
SOIt-AZOLOIa sss RS Seem Pee 


On dose les traces d’acide nitreux dans l’extrait d’ par la méthode colo- 
rimétrique ayec la métaphénylene-diamine. 


Acide MitreuUxe 0 Le See Oe Bere 
OU, AZOLELS he eet aa eas 


2° lol. Les terres trouvées séches Je 9 juin, ont été arrosées par des 
quantités égales d’eau distillée. L’expérience finit le 3 juillet. 
Le dosage des extraits a donné : 


Az. nitreux Az, nitrique Az. ammon. 
mer. mgr. mer. 
ee A sees ty oak ORS : 15,9 nul 
De Outen ite OTe EO Ls non dosable 7,4 
pit Siri are Cae ees 1,3 2.6 
ink ee eo 5,0 5,9 


La nitrification entravée parla sécheresse n’a repris que trés lentement 
et est encore loin d’étre terminée. 


3° lot. La terre s’est conservée jusqu’a la fin en bon état d’humidité. 
L’expérience est terminée le 16 juillet. L’analyse des extraits a donné : 


Az. nitreux Az, nitrique Az, ammon. 
mer. mer. 
AG pate nema SIN 44,3 nul 
eros \ ache ee) non dosable nul 
Ge). Wg Eo 29) non dosable nul 
Deeg ames yyy atl? nul 


1. Une absence de plusieurs Semaines ne m’a pas permis de surveiller l'expé- 
rience de plus pres. 


oS ee 
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Aprés l’analyse qualitative de l’extrait D, le liquide a été perdu par acci- 
dent. Heureusement le résultat était d'une netteté quirendait un dosage 
presque inutile: la diphénylamine donnait une réaction extr¢émement intense, 
le réactif iodamylique et la métaphényléne-diamine n’en donnaient aucune 
trace, la liqueur Nessler également. Ce qui donnait la stireté que la totalité 
de l’azote était de )’azote nitrique. 


Les conclusions a tirer de ces expériences ne sont pas dou- 
teuses. 


1° De la terre normale ne produit jamais que des nitrates, ce 
qu’on savait depuis longtemps. La formation de nitrite y esl tout 
a fait passagere. Ce qui est pournous le plus important a noter, 
c’est que, méme en présence de quantités considérables d’ammo- 
niaque, l’oxydation du nitrite n’est nullement paralysée, mais 
suit de trés pres sa formation. L’expérience a’, ot la nitrification 
a été interrompue tres tOt par manque d’humidité, est surtout 
instructive : nous y voyons, & un moment donné, beaucoup 
@ammoniaque et d’acide nitrique, mais en méme temps aucune 
trace d’acide nitreux. En cela l’ensemble du phénomene de nitri- 
fication dans le sol differe essentiellement du méme phénoméne 
dans un liquide. 


2° Aucun doute ne peut plus subsister sur ce que le ferment 
nitreux &l’état pur ne produit dans la terre, comme dans un 
liquide, que du nitrite, et que ce corps, une fois formé, n’est plus 
repris et oxydé par lui. Les expériences : série II, b’, bet B con- 
cordent parfaitement sur ce point. Les.traces d’acide nitrique que 
montraient les extraits ne dépassaient quinsensiblement celles 
que contenait la méme terre avant l’expérience '. 

3° Le nitrite formé par le ferment nitreux dans la terre est 
tout aussi stable en présence de microbes banaux du sol, qu’il 
Vest dans une terre qu'il habite a l'état de pureté, si le ferment 
nitrique est absent. L’expérience B, 1" série, est surtout instruc- 
tive sous ce rapport : au bout de trois mois, dans un sol repeuplé 
de différentsmicrobes, comme on l’a directement constaté bientét 
apres le début del’expérience, il n’y apas eu production notable 
de nitrate. Les expériences ¢, c’, C, ott la terre stérilisée a été 


1. Dosées par la méthode du mercure sur 4/5 a 4/3 de l’extrait, elles ne donnaient 
lieu qu’a la formation dans le tube gradué dune bulle de gaz, dont le volume 
n’atteignait pas 0,1¢¢. 
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réensemencée a dessein par les microbes du sol, sont bien aussi 
probantes, quoiqu’elles soient de plus courte durée. 

4° Au contraire, si avec le ferment nitreux un ferment 
nitrique est introduit dans la terre stérilisée, — surtout si c’en 
est un aussi 6nergique que celui que nous avons isolé de la 
terre américaine, — le phénoméne ne differe en rien du phéno- 
mene naturel. La nitrification s’accomplit sans qu il apparaisse 
passagerement plus que des traces de nitrites (expériences d’, 
d et D). Et nous retrouyons ici au phénomeéne le méme carac- 
tere que quand il a lieu dans une terre normale : le nitrite est 
oxydé au fur et & mesure de sa formation, quelle que soit la 
quantité d’ammoniaque encore restante. (Voir d et d’,) 

Les expériences d’, d et D parent a une objection qu’on 
pourrait faire contre linterprétation des expériences b, b’, B et 
c,c, GC: c’est que le sol chauffé a une si haute température 
pourrait bien étre modifié chimiquement de maniere 4 devenir 
un milieu peu favorable a la production de nitrate. 

C’est justement pour répondre a cette objection que les 
expériences c, c’, C ont été instituées. Mais le ferment nitrique 
qu’on voulait introduire avec une trace de terre n’y a pas poussé, 
on ne saurait dire pourquoi. Il n’y a que dans une seule expé- 
rience c, que loxydation du nitrite a paru avoir commencé, 
dans les deux autres on ne l’a pas constatée. Ce ferment est-il 
moins répandu dans la terre que les ferments nitreux, de sorte 
quune trace de terre peut quelquefois ne pas conienir ses 
germes? Ou le ferment nitrique de cette terre de Zurich est-il 
beaucoup plus faible que lespece provenant d’ Amérique, ce qui 
aurait pour conséquence qu’introduit a dose minimale, avec le 
ferment nitreux et les autres microbes dans la terre; il n’a pas 
eu encore le temps de se développer et d’exercer son action? On 
ne saurait répondre. 

Kn tous cas les expériences d, d’, D, sont venues heureusement 
montrer quil ne faut pas s’arréter & objection ci-dessus citée. 
La terre stérilisée reste un milieu (out aussi favorable & la pro- 
duction de nitrate que la terre normale, et si dans cette derniere 
le phénomene s’accomplit plus rapidement, c’est parce quelle est 
déja remplie de ses microbes, au début méme de Vexpérience, 
tandis que dans le premier cas les traces de ces mémes organismes 
qu’on ensemence doivent d’abord avoir Je temps de se multiplier. 
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VII 


Il ne nous reste qu’a jeter un coup d’wil rétrospectif sur tous 
les faits apportés par ce mémoire, & ce nouveau point de vue de 
action de deux organismes différents, et 2 comparer finale- 
ment nos conclusions avec celles des travaux les plus récemment 
parus. 

En commencant par le fait de la suppression de la production 
de nitrates dans le milieu liquide, dont on s’est tant occupé, 
nous ne trouvons plus de difficullés a le comprendre. I] suffit de 
se rappeler d’autres exemples ence genre si familiers au micro- 
biologiste : de deux microbes, Je plus énergique entrave et 
méme arréte le développement de l'autre, autant que dure le 
sien. Que la vigueur de la végétation du ferment nitreux soit de 
beaucoup supérieure a celle du ferment nitrique, j’ai eu déja 
Yoccasion de le dire. Nul doute que la différence ne soit méme 
trés considérable; je pense qu'elle est aussi grande entre ces deux 
étres, qu’entre le ferment nitreux et la moyenne des microbes 
destructeurs de la matitre organique, qui, comme on le sait, 
entravent facilement l’action de ce dernier quand ils peuvent se 
développer. Mais voici des données plus précises. 

Quand ils sont placés exactement dans les mémes conditions, 
sauf qu'il y adu sel ammoniacal dans un cas, du nitrite dans 
Vautre, l’action du ferment nitrique se poursuit beaucoup plus 
lentement gue selle du ferment nitreux. Pour ce dernier, j’ai 
noté par exemple de nombreuses expériences, ot l’oxydation de 
lammoniaque contenue dans un méme vase a eu le cours sul- 
vant : 


Azole ammoniacal 
oxydé par jour. 


Uarabone da po pours kt ha ee eS OM ER, 
_ ADs eee) Sip ghar ta tals viz ay ene OO 
a= Meee oa oa, Sf i FUNG 
- EGO Ht heH Leeat ©) B'EBSO 


En employant un vase plus grand, la quantite d’azote nitrifié 
montait toujours et atteiguait au bout d’encore deux semaines 
208 par jour et au dela. 

Rien de pareil pour le ferment nitrique. Dans les mémes 
vases (matras coniques a fond plat de 12 centimetres de dia- 
metre), apres une culture soutenue par des, doses renouvelées 

39 
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de nitrite, ’oxydation n’a atteint au bout de six semaines, que 
10™" (azote nitreux par jour. C’est le maximum que j’aie atleint 
jusqu’a présent avec un ferment nitrique d'une énergie excep- 
tionnelle. Il se peut certainement que cette différence soit due 
en partie & mon expérience heaucoup plus longue de la culture 
du ferment nitreux, mais elle est beaucoup trop grande pour 
n’étre attribuée qu’a cela. En considérant de plus que l’oxyda- 
tion de l’azote ammoniacal exige beaucoup plus d’oxygeéne 
que la méme quantité d’azote nitreux', on se fera une idée 
a quel point Vénergie de l’absorption de loxygéne par le 
ferment nitreux dépasse celle du ferment nitrique. . 
_ On peut se figurer, d’aprés ce quia été dit, ce qui se passe 
quand on ensemence une trace des deux ferments dans une 
solution ammoniacale. Le ferment nitreux prend tout de suite 
les devants, et quand l’autre commence a se développer en utili- 
sant le nitrite formé, les cellules du premier sont déja si nom- 
breuses qu’elles s’emparent de tout loxygene dissous dans le 
liquide environnant, et étouffent la végétation du ferment 
nitrique. 

N’oublions pas en outre que les deux organismes sont 
dépourvus de la faculté de se tenir ala surface du liquide, qu’ils 
sont tous deux au fond du vase dans un mélange intime, immer- 
gés sous une couche de liquide plus ou moins épaisse. L’oxyda- 
tion de Pammoniaque terminée, l’absorption de ’oxygéne par le 
ferment nitreux s’arréte et ses celiules entrent a l'état de repos. 
Alors seulement la croissance du ferment nitrique peut com- 
mencer, mais elle se fait lentement et un certain laps de temps 
se passe encore jusqu’a ce quelle devienne notable. Voila 
comment s’explique la marche du phénoméne que nous ayons 
signalé dans mes cultures mélangées. 

Ensemengons maintenant une culture nouvelle par une trace 
de !a plus récente, en pleine période nitreuse : il est clair que la 
semence pourra du coup ne plus contenir de germes de ferment 
nitrique, sice microbe n’a pas eu encore le temps de pousser. 
Ou elle n’en contiendra que trés peu, et l’oxydation du nitrite 
dans la culture-fille se fera finalement, mais trés tard, pour se 


A Trois fois autant, si l'on admet que tout l’hydrogéne passe a l'état d'eau, ce 
quime parait inéyitable. 


ee ne eS Ee a 
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perdre & la suite d’un nouyel ensemencement fait dans les 
mémes conditions. 


Les cas ou cette fonction a été rapidement supprimée sont 
done facilement explicables. Mais les cas ow elle s’est maintenue 
plus longtemps — ces séries de cultures: d'origine exotique, 
exigent encore quelques mots d’explication. Menées strictement 
de la méme maniére que les autres, elles ont persisté A produire 
des nitrates. Quelle en est la cause? 


Il suffit d’admettre que les ferments nitreux de ces terres 
sont moins énergiques, ou que les ferments nitriques le sont 
plus que les organismes correspondants d'origine différente. 
Moins la différence de énergie de ces deux ferments est 
grande, moins Vaction du ferment nitrique sera entravée, 
et mieux il pourra parvenir a se multiplier un peu pendant 
Paction du ferment nitreux. Il y aura ainsi plus de chances que 


la gouttelette d’ensemencement contlienne ses germes. 


Eneffet, la longue série d’expériences du tableaude la page 585 
a montré que l’énergie relative de ces organismes varie beau 
coup: quwil y a des ferments nitreux moins puissants, des 
ferments nitriques plus puissants. Les terres d’Europe, je fus 
étonné de le constater, contiennent des ferments nitreux d’une 
énergie d’action plus grande que la majorité des terres exotiques, 
Deux surtout, celui de Zurich et de Gennevilliers, se sont signalés 
entre tous par la rapidité avec laquelle ils faisaient disparaitre 
Yammoniague des cultures. C’est dans leur culture inyaria- 
blement que la nitrification commeneait le plus t6t; suivaient 
celles des séries Java et Japon, ainsi que les deux terres sud- 
américaines; les quatre cultures d’origine africaine venaient 
toujours Jes derniéres et considérablement en retard. Souvent, 
quand les premieres traces des nitrites y apparaissaient, la trans- 
formation de l’ammoniaque était déja terminée depuis plusieurs 
jours dans les deux premieres. Cet ordre se maintenait si cons- 
tant qu'il est impossible de l’attribuer au hasard, dont il faut, 
sans doute, bien tenir compte dans ces expériences *. 

Il y a ainsi raison de croire que le ferment nitreux de ces 
terres d’Afrique était moins vigoureux que les autres ferments 


1. Je tacherai de revenir ailleurs 4 ces faits d’un intérét incontestable. Ici je ne 
puis que les signaler en passant. 
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de la méme qualité; dans la terre Quito, par contre, nous avons 
trouvé un ferment nitrique d’une énergie au-dessus de la 
moyenne. Les variations que nous avons observées dans nos 
séries de cultures s’expliquent donc réellement dans le sens que 
nous avons indiqué. 


Il suit, comme conséquence nécessaire de tout ce que je viens 
de dire, qu’en attendant chaque fois, avant d’ensemencer une 
génération nouvelle, que l’oxydation du nitrite s’accomplisse 
dans la plus récente, on pourra soutenir indéfiniment la produc- 
tion de nitrate dans ces cultures mélangées. C’est ce qui est prouvé 
par mes observations, mais surtout-par celles de M. Warington * 
qui, én procédant ainsi, n’a pas vu le phénomene s’affaiblir au 
bout de deux ans de cultures successives en solution ammonia- 
cale. 


Passons maintenant au miliew terre. Quelle est la raison pour 
laquelle l’action du ferment nitrique n’y est presque jamais 
entravée, mais peut suivre de pres celle du ferment nitreux? Il 
n’y a pas de difficultés a ie comprendre: c’est la constitution 
physique du milieu qui intervient, sa porosité. Sa surface est 
énorme en comparaison avec un méme volume de liquide ou 
dun milieu de culture solide quelconque; el on congoit aisément 
que les ferments nitreux ne parviennent jamais a étouffer la 
végétalion des ferments nitriques dans une terre normale. 
Le nitrite, par conséquent, ne peut pas s’'y accumuler. Mais on 
se figure, en méme temps, que la formation de quantités considé- 
rables de nitrites peut tres bien avoir lieu dans un sol suabmergé 
ou mal aéré, ou ala suite de doses exagérées et trop souvent 
répétées d’ammoniaque, ainsi que sous d’autres influences qui 
pourraient trop favoriser l’action du ferment nitreux ou direc- 
tement géner l’action du ferment nitrique. 


Tout cela est conforme au peu d'observations dont on dispose. 
Kn étudiant sous ce point de vue la nitrification dans la terre, 
d'autres observations ne tarderont pas a venir confirmer ces 
idées, 

Il me parait inutile d’insister sur la facilité avec laquelle 
s’expliquent d’autres cas, o4 on a observé, dans quelque milieu 


1. On nitrification, part IV, p. 492. 
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que ce soit, des circonstances fayorisant ou entravant la produc- 
tion de nitrate '. 

La place me manque également pour discuter sous le jour 
de mes nouveaux résultats quelques questions d’une importance 
théorique et pratique trés considérable. Il y aurait notamment 
beaucoup a dire sur les rapports entre une déperdition d’azote 
gazeux pendant la nitrification, et l’action favorisée ou entravée 
des deux ferments. On trouverait dans les expériences si impor- 
tantes de M. Schleesing? des faits tres intéressants a analyser, 
mais on les interpréterait tout autrement que l’a fait ce savant. 

Ayant terminé l’exposition de mes résultats, je passe a l’ana- 
lyse de deux travaux récemment parus sur le méme sujet, celui 
de M. Muntz * et celui de M. Warington*‘, dont la publication a 
de prés précédé Ja mienne *. 

M. Muniz a été conduit par des raisons théoriques & chercher 
la cause de la production réguliére de nitrate dans le sol, contrai- 
rement a ce qui se passe dans un milieu liquide, dans l’interven- 
tionde phénomeénes purement chimiques. Sans étre d’accord avec 
les arguments tirés par M. Muntz de la thermochimie, nous les 
laissons de cdté pour ne considérer que les faits, et ceux-ci ne 
laissent aucun doute que l’opinion de M. Muntz n’est pas accep- 
table. Je ne dirai que quelques mots de l’assertion de M. Muntz 
qu’une terre, dépourvue par un court chauffage des organismes 
nitrificateurs, mais contenant encore assez de germes banaux, 
est capable d’oxyder le nitrite, ce qui esten contradiction directe 
avec mes propres observations. La raison n’en est peul-étre pas 


A. Je rappellerai 4 cette occasion quelques expériences de nitrification décrites 
dans mon troisieme mémoire {ce Recueil, t. LV, n° 12), ot le taux de l’azote nitrique 
est monté a5 et a 90/0 de l’azote total, tandis que dans d'autres faites en méme 
temps il n’a pas été beaucoup supérieur a 1 0/0. La cause m’en est restée tout a 
fait obscure. Elle a été due évidemment a la présence du ferment nitrique. J’uti- 
lisais alors, Jes lecteurs des Annales se le rappellent, pour l'isolement du ferment 
nitreux, sa propriété de ne pas pousser sur la sélatine. Or, elle est propre aussi 
bien au ferment nitrique, qui a pu ainsi s'‘introduire dans les cultures, et exercer 
son action, dans les expériences ou les doses d’ammoniaque se suivaient 4 des 


intervalles trop longs. 

2°. Rit. CIX, p. 883: 

SmU heb. GSW, Do: 20. ; 

4. Proceedings of the Chem. Soc., n° 98. Journal of the Chem. Soc., p. 485.0 

5. J'ai résumé mes principaux résultats dans une note, présentée a PAcadémie 
des sciences, le 13 juillet. Peu de jours aprés l’envoi de cette note, un résumé 
du travail de M. Warington (Proceedings, n° 98) m’est parvenu. Le travail détaillé 
de M. Warington (Nitrification, part IV) a suivi quelques semaines apres. 
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difficile & comprendre : c’est que le chauffage a 6lé trop court 
dans les expériences de M. Muntz. Apres une demi-heure a 100° 
la température de la terre, si son volume a été grand, a pu ne 
pas atteindre dans les couches profondes un degré mortel 
pour les organismes les plus sensibles'.. En prolongeant le 
chauffage, M. Muntz verra sa terre perdre complétement la pro- 
priété d’oxyder les nitrites, tout en contenant encore une mullti- 
tude de microbes différents. | 

J’ajouterai encore une derniere remarque, qui touche aVopi- 
nion de M. Muntz sur la décomposition du nitrite de chaux par 
Vacide carbonique dans le sol. Qu’une solution de nitrite de 
chaux peut étre décomposée par un courant d’acide carbonique, 
on le savait déja, mais on savait également que cette décompo- 
sition ne se fait pas en présence de carbonate de chaux en 
exces. Il n’y avait pas de carbonate de chaux dans l’expérience 
de M. Muniz, mais ily en a presque toujours dans la terre. 

L’acide carbonique n’y a donc pas l’action sur le nitrite de 
chaux que lui attribue M. Muniz. 

Elle ne l’a pas eu non, plus dans quelques-unes de mes expé- 
riences de nitrification, faites en mai 1890, avec le carbonate de 
chaux comme base, pendant lesquelles le liquide de culture était 
chaque jour saturé par un courant puissant d’acide carbonique. 
En les dosant, on y a constaté du nitrite en abondance, mais 
tien que des traces de nitrate. 

Personne ne niera certainement la possibilité d’une faible 
oxydation de nitrite dans Ja nature, sans l’intervention dorga- 
nismes. Mais je crois qu’on J’attribuera plutdt a TVaction 
directe de l’oxygene ozonisé sur le nitrite, et je rappellerai 
les tres intéressantes observations de M. Schénbein? sur ce sujet. 

Quant au nouveau travail de M. Warington, cela me fait 
plaisir de constater que, lui et moi, nous sommes arrivés & des 
résultats semblables dans ce qu’ils ont d’essentiel. ) 

M. Warington n’a expérimenté qu’avec le milieu liquide, et 
ses observations ne se rapportent qu’a ce milieu. 

M. Warington confirme ses anciennes observations sur la 


_ 4. La pratique de la stérilisat 
lité est trés possible. 


_ 2, Beitraege 3. Kenntniss der Nitrification. Siisungsber. d. bayrischen Akademie 
Sitzung, v. 41 mai 4861. ' 


ion a suffisamment démontré qu'une telle éventua- 
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diminution de la production des nitrates dans les cultures suc- 
cessives en milieu liquide, jusqu’a ce que la nitrification .y 
assume un caractere purement nitreux. Il explique ce fait par ce 
que des ferments seuls persistent, qui transforment l’ammo- 
niaque en acide nitreux, et il constate que ces ferments sont sans 
action sur ce corps une fois formé. M. Warington attribue l’oxy- 
dation du nitrite a un ferment spécial, dont il démontre la pré- 
sence dans le sol par ensemencement dans une solution de 
nitrite. Il démontre ensuite que, par cultures dans cette méme 
solution, le ferment nitreux est trés facilement éliminé; les or- 
ganismes de ces cultures se montrent alors complétement 
dépourvus d'action sur l’ammoniaque : ensemencés dans une 
solution ammoniacale, ils n’y forment ni nitrites ni nitrates. 

I] nous dit que ses tentatives d’isolement du ferment nitrique 
par culture sur les milieux solides ordinairement employés ont 
échoué, lorganisme n’y poussant pas. M. Warington n’en a pas 
essayé d’autres. Les substances organiques ne sont pas néces- 
saires pour l’action de cet organisme, qui peut agir indéfiniment 
dans une solution inorganique. 

On voit que, sur tous ces points importants, les résultats de 
M. Warington et les miens sont completement d’accord. 

En me bornant au principal, je ne ferai qu’une seule 
remarque sur la maniére dont M. Warington explique |’élimina- 
tion du ferment nitrique des cultures mélangées en solution am- 
moniacale : ce serait le sel ammoniacal méme que ce ferment ne 
pourrait supporter et qui entraverait sa croissance. Il est invrai- 
semblable que des quantités si faibles de sels ammoniacaux que 
dans les expériences de M. Warington surtout, puissent exercer 
une action nuisible quelconque. La présence de ce sel, commenous 
Vavons expliqué, n’a pour résultat que de rendre possible le déve- 
loppement du fermentnitreux, qui, lui, entravela croissance du 
ferment nitrique. 

Au reste, l’opinion de M. Warington est directement contre- 
dite par le fait que des doses considérables d’ammoniaque n’em- 
péchent nullement!’action du ferment nitrique dans la terre’. 

Mais quand nous arrivons ala description, que M. Warington 
donne des caracteres morphologiques de ces organismes, — fer- 


4. Voir les expériences de M. Schlmsing, C. R., t. CIX. 
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ments nilreux et nitriques, — laccord ne subsiste plus. 
M. Warington, tout en croyant qu’il est hasardeux d’affirmer 
quelque chose de positif avant d’avoir isolé le microbe nitrique, 
trouve pourtant que la conclusion s’impose que ces deux orga- 
nismes ne se distinguent pas lun de I’autre par leur forme’. II 
n’est pas impossible, quoique peu probable, qu’ils se ressemblent 
plus dans la terre d’Angleterre que dans celles que j ai étudiées. 
Mais je ne puis accepter ni méme comprendre la description que 
M. Warington donne de son ferment nitreux (p. 508), ni par 
conséquent, celle du ferment nitrique qui lui serait semblable par 
sa forme. 

Les 5 photographies que M. Warington a jointes a son mé- 
moire ne lévent pas mes doutes : les deux premiéres représentant 
le ferment nitreux & cellules déformées, les trois derniéres, 
entre autres celle qui doit représenter le ferment nitrique, 
n’évoquent en moi l’idée d’aucun organisme microbien. . 

Je reviendrai sur cette contradiction dans un mémoire sur la 
morphologie des ferments nitreux qui, j’espere, ne tardera pas a 
paraitre. 


1. Lic. p. 525. 


EXPLICATION DES FIGURES 


Les photographies ont été faites par M. Otto Maller a Zurich. 
Le grossissement est de 1,000 diamétres, égal pour les deux. Il a été 
exactement contrdlé par la projection d'un micrométre. 


Fie. 1, — Ferment nitrique de la terre Quito provenant d’une culture en 
solution de nitrite. 
lia. 2, — Ferment nitreux de la méme terre. Culture agée sur silice 


gélatineuse. 


REVUES ET ANALYSES 


SUR QUELQUES ANTISEPTIQUES DE LA SERIE AROMATIQUE 
. \ 
REVUE CRITIQUE 


Huepre. Sur les propriélés désinfectantes et antiseptiques de l’asepto). 
Berl. Klin. Wochens., 1886. — Esmarca. Sur l’action de la créoline. 
Centralbl. f. Bact., 1887. — Grin. Le tribromophénol comme anti- 
septique. Deutsche med. Woch., 1887. — Lartace. L’acide sulfophé- 
nique brut comme désinfectant. Jd., 1888. — FrarnKet. Les pro- 
priétés désinfectantes du crésol. Archiv. f. Hyg., 1889. — Encrer. 
Le lysol, nouvel antiseptique et désinfectant. Pharm. centralb., 
t. XI, p. 449. — Remoucuamps et Succ. L’acide phénique, la 
créoline et le lysol. Mouvement hygiénique, Bruges, 1890. — 
Scuorrenius. Munch. med. Woch., 1890, n° 20. — V. Gertacu. Sur le 
lysol. Zeitschr. f. Hyg., 1891, p. 167. — H. Hammer. Sur l’action 
désinfectante du crésol et la préparation de solutions aqueuses 
neutres de crésol. Archiv. f. Hyg., 1894. 


Nous avons déja parlé dans ces Annales (V. t. III, p. 671), des ten- 
tatives faites pour trouver des antiseptiques dans les corps si variés de 
de la série aromatique. De ces tentatives sont sortis plusieurs corps 
nouyeaux, aseptol, créoline, sozoiodol, lysol, etc., dont quelques-uns ont 
fail simultanément leur entrée dans la science et dans la pratique, et 
qui méritent tous d’étre étudiés. Nous allons profiter, pour en faire 
une revue rapide, du travail intéressant que M. H. Hammer vient 
de publier. 

Il rappelle avec justice, en commencant, le nom de Lemaire, qui 
a le premier observé les propriétés désinfectantes de l’acide phénique. 
Il aurait pu, avec autant de justice, citer celui du D" Déclat, auquel 
on ne peut refuser Je mérite d’avoir signalé les applications médicales 
qu’on pouvait faire de ce corps. On sait le parti brillant qu’en a tiré 
Lister dans sa méthode de pansement. Depuis que Koch lui a contesté 
sa valeur antiseptique, sa vogue est moins grande, et on a cherché 
ayec. méthode des agents plus puissants de désinfection. 
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L’acide phénique appartient, comme on sait, a la série aromatique, 
et on peut se le représenter comme contenant le noyau hexagonal qui 
constitue en ce moment le schéma caractéristique de cette série. Six 
atomes de carbone, attachés chacun aux six angles d’un hexagone 
régulier, et soudés chacunaun atome d’hydrogeéne, donnent la benzine, 
et si dans cette benzine on remplace 4 son tour un atome d’hydrogéne 
par le groupement monoatomique OH, on a précisément Vacide phé- 
nigue ou phénol. 

En remplacant de méme un autre atome d’hydrogéne par les grou- 
pements monoatomiques CH*, C* H*, etc., on a les homologues supé- 
rieurs du phénol; en le remplacant par des groupements SO°H, on a 
des dérivés sulfonés; la substitution du groupement AzO? donnerait 
de méme des dérivés nitrés, etc. 

Les homologues supérieurs du phénol sont en général presque inso- 
lubles dans Veau, mais les dérivés sont parfois solubles. Hueppe a pré- 
cisément décrit, sous le nom d’aseptol, un dérivé sulfoné de l’acide 
phénique, moins caustique et plus antiseptique que cet acide. L’asep- 
tol est en effet de Vacide orthophénylsulfoné.. 

On sait 4 quoi se rapporte ce préfixe ortho. Lorsque les deux 
groupements monoalomiques qui remplacent deux atomes d’hydro- 
géne dans le schéma hexagonal de la benzine viennent se souder a 
deux angles adjacents de l’hexagone, ona le groupement ortho. Dans 
l’aseptol, les deux groupements OH etSO*H, Pun qui transformelaben- 
zine en phénol, l’autre qui transforme le phénol en acide sulfoné, rem- 
placent dans la benzine deux atomes d’hydrogéne placés consécutive- 
ment autour de l’hexagone. Quand ces deux atomes d’hydrogéne sont 
séparés sur ’hexagone par un autre atome qui reste en place, on a 
le groupement méta. Quand ils sont séparés par deux atomes restant 
en place, et qu’ils se trouvent par conséquent eux-mémes a deux angles 
opposés de l’hexagone, ona la modification para. 

Or, Hueppe avait vu que Vacide orthophénylsulfoné était plus 
actif que l’acide paraphénylsulfoné, et méme que si on chauffait le 
premier, ou si on.le dissolvait dans l’eau chaude, ou bien encore si on 
laissait la masse s’échauffer pendant sa préparation, il devenait moins 
puissant, parce qu’il se transformait dans le second. Il y avait 1a un 
fait des plus intéressants, non seulement au’ point de vue pratique, 
mais encore au point de vue théorique, parce qu'il se résumait en 
ceci : introduction du groupement moléculaire dans la puissance 
comme antiseplique. 

A ces acides sulfonés du phénol se rattache tout naturellement le 
sozoiodol, qui est & Pacide paraphénylsulfoné quelque chose d’ana- 
logue & ce qu’est l'iodoforme au gaz des marais, Au remplacement de 
trois de ses atomes de carbone par trois atomes d'iode, ce gaz des 
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marais ou méthane gagne des propriétés antiseptiques trés nettes. De 
méme l’acide paraphénylsulfoné, en échangeant contre deux atomes 
diode deux de ses atomes d’hydrogéne, et en devenant de l’acide 
biiodoparaphény)sulfoné, devient un antiseptique plus puissant que 
son générateur, Sa découverte est due a Ostermayer. 

Dans ce méme ordre d’idées, nous rencontrons tout naturellement 
un autre antiseptique récemment entré sur la scéne, l’aristol. En 
remplacant un des atomes d’hydrogéne du phénol par le groupement 
CH*, on ale crésol, qui est du méthylphénol; en remplacant deux 
atomes d’hydrogéne par deux groupements CH’, on a le xénol. En 
remplacant dans le crésol un autre atome d’hydrogéne par le groupe- 
ment encore monoatomique C%H’, on a le thymol, qui est du pro- 
pylmétacrésol.. Mn remplagant enfin dans ce thymol’ deux atomes 
d’hydrogene par deux atomes d’iode, on a le biiodothymol, qui est 
Paristol du commerce. 

Si je rappelle maintenant, pour terminer, les recherches bien con- 
nues de Laplace, sur augmentation d’activité que communique au 
phénol son mélange a l’acide sulfurique, mélange d’ou résultent, 
partiellement au moins, des combinaisons sulfonées analogues a celles 
qu’avait étudiées Hueppe, nous voyons importance qu’a pris, tant en 
théorie qu’en pratique, la fabrication des dérivés sulfonés et iodés 
des corps de Ja série aromatique. 

Dans ses expériences, Hueppe avait observé un autre fait impor- 
tant : c’est que les acides sulfonés, préparés avec l’acide phénique 
brat, étaient plus actifs que ceux qu’on tirait de l’acide phénique pur. 
Il en avait conclu qu’il y avait dans l’acide brut des homologues supé- 
rieurs du phénol, des crésols, des xénols, et d’autres produits de la 
distillation du goudron, dont Ja valeur antiseptique dépassait celle du 
phénol. Ces crésols ont surtout été étudiés par M. Fraenkel, dont 
nous avons déja eu l'occasion de citer les travaux sur ce point. Comme 
ces corps sont insolubles dans l’eau, il les a dissous dans l’acide sul- 
furique concentré, et a vu ainsi s’accroitre leurs propriétés antisep- 
tiques. IL a reconnu, comme Hueppe l’avait fait pour le phénol, que 
ces propriétés étaient variables suivant qu’on laissait ou non le 
mélange s’échauffer pendant la réaction, ce dont il faut conclure sans 
doute, comme pcur le phénol, qu’il se forme pendant l’opération des 
dérivés ortho ou para qui ne sont pas identiques comme désinfectants. 
Seulement ici, c’est Ja modification méta qui est la plus active; puis 
vient le paracrésol et enfin l’orthocrésol. 

Malheureusement, ces mélanges de crésols et d’acide sulfurique 
restent irritants et caustiques, et, de ce fait, leurs emplois sont trés 
limités, de sorte qu’on a cherché d’autres moyens d’utiliser les 
propriétés antiseptiques des corps de la série aromatique. On a 
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essayé de les traiter par des alcalis ou d’en faire des émulsions 
savonneuses. 

La créoline de Pearson, par exemple, n’est, d’aprés Henle, qu'une - 
émulsion, dans un savon de résine, des produits les moins volatils de 
la distillation du goudron, crésols, xénols, etc., mélangés de quelques 
bases pyridiques ‘. Les phénols y manquent, tandis qu’ils sont au 
contraire prépondérants dans la créoline allemande d’Artmann, et 
dans le lysol de Schulke et Mayr, de Hambourg, comme cela résulte 
des analyses d’Engler. 

Cette variabilité dans la composition eniéve toute sécurité dans 
Vemploi de ces substances, et fait qu'on peut se méfier a bon droit 
de tous les nombres donnés pour mesure de leur puissance comme 
antiseptiques. Tout ce qu’on peut conclure des essais de Schottelius, 
de Remouchamps, de Sugg, de Gerlach, c’est que le lysol est plus 
puissant que la créoline, qui elle-méme est au-dessus du phénol. Il est 
aussi moins toxigque que les antiseptiques qui lui sont comparables. 
Gerlach a, par exemple, réussi a se stériliser les mains, sans savon, 
avec une solutiona 1 0/0 de lysol, et a désinfecter les murailles avec une 
solution a 3 0/0. Dans les essais de Cramer et Wehmer, des éponges 
imbibées de pus et lavées a l’eau ont été stérilisées par un séjour d’une 
heure dans une solution de lysol a 2 0/0. D’aprés- Remouchamps et 
Sugg, une solution 4 5 0/0 suffit a désinfecter en cing secondes, des 
mains, des instruments, des selles et d’autres produits souillés de 
microbes. 

Toutes les créolines sont fortement alcalines, et il n’est pas douteux 
qu’une partie au moins des phénols ou crésols ne soit en combi- 
naison avec les bases, donnant ces phénates étudiés a Vorigine par 
M. Déclat. I] en est de méme pour le lysol, qu’on prépare avec des 
savons trés alcalins et de l’acide phénique brut. Il y a, & cette alca- 
linité, deux inconvénients :l’un, c’est que ces liquides rendent savon- 
neux et font glisser les mains et les instruments; l’autre, c’est quils 
s’oxydent 4 lair et perdent ainsi de leur pouvoir antiseptique. 

On supprimerait ces inconvénients en dissolvant tous ces corps 
aromatiques dans des liqueurs neutres. Les recherches faites dans cette 
direction par Kolbe, ont révélé ce fait curieux que le crésol peut se 
dissoudre dans des solutions concentrées de salicylate de soude. En’ 
mélangeant 10 grammes d’eau a 12 grammes de salicylate, on a une 


1, Deux échantillons de créoline de Pearson analysés contenaient : l'un, 
22,6 0/0 l'autre, 27,4 0/0 de phénols ou crésols. Le reste était fait, pour la majeure 
partie, Whydrocarbures indifferents. Un échantillon de créoline de Artmann con- 
tenait seulement 15 0/9 de phénols et 85 0/0 d'’hydrocarbures neutres ou indiffé- 
rents; un échantillon de lysol, dit pur, 47,4.0/0 dé phénols et 36 0/0 d’hydro- 
carbures, On voit par la combien ces produits sont de composition variable. 
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bouillie dans laquelle il suffit d’ajouter 5 grammes de crésol pour 
obtenir un liquide limpide qui se laisse étendre d’eau sans que le 
crésol s’en sépare. Il se forme évidemment une combinaison du crésol 
avec l’acide salicylique, quelque chose d’analogue au corps qu’on a 
proposé comme antiseptique sous le nom de crésalol, et quiest au 
crésol ce que le salol est au phénol, une sorte de combinaison éthérée 
ou le phénol joue le rdle d’alcool. Le point important pour nous, c’est 
que cette dissolution du crésol dans le salicylate de soude peut étre 
rendue neutre, et, en outre, étre étendue d’eau sans que le crésol s’en 
sépare. 

Les phénols se comportent de méme que les crésols, etpour les uns 
comme pour les autres, il est presque indifférent qu’ils appartiennent 
a la série ortho, méta ou para. Le salicylate de soude peutde méme étre 
remplacé par les salicylates de potasse, d’ammoniaque ou de chaux. 
Les benzoates sont un peu moins actifs que les salicylates. On sait 
que Vacide salicylique est le phénol de l’acide benzoique, dans lequel 
un atome d’hydrogene a été remplacé par un groupement OH. 

Enfin, on peut aussi remplacer les sels de ces acides organiques par 
des. sels des phénols et des naphtols. Avec 32 grammes de crésol, 
8 grammes de soude caustique et 32 grammes d’eau, on obtient, par 
exemple, une solution contenant 11 grammes de crésol libre en solu- 
tion dans du crésylate de soude, et qu’on peut aussi étendre d’eau sans 
que le crésol s’en.sépare. 

Ce sont des soiutions de cet ordre que M. Hammer a étudiées. Il 
les composait en faisant un mélange de 350 grammes de métacréoso- 
tinate de soude, de 500 grammes d’eau et de 250 grammes du crésol 
a étudier. Une de ces liqueurs, le n° I, contenait un mélange d’ortho, 
de para et de métacrésol: le n° I, un mélange de méta et de paracrésol : 
le n° Il, du métacrésol: la solution IV de Vorthocrésol, et la sclution V 
du paracrésol. 

Toutes ces liqueurs se troublaient un peu quand on les étendait 
d’eau. Pour les étudier, on mélangeait 5ce d’une culture microbienne 
avec un volume égal de la solution antiseptique, employée a un degré 
de concentration double du degré voulu, et qui se trouvait ainsi amenée 
au degré de concentration convenable: on agitait, on laissait.en con- 
tact, et au bout d’un temps variable, on prélevait, avec une anse de 
platine, une gouttelette du mélange qu’on ensemengait dans une 
gélatine nutritive. Comme controle, on ensemengait dans deux autres 
gélatines, d’un cdolé une gouttelette égale de la culture initiale non 


-antiseptisée, et de Vautre une gouttelette de culture et une gouttelette 


de solution antiseplique au degré de l’expérience. On n’abandonnait 
Yexamen de ces cultures d’essai qu’aprés huit jours, lorsqu’il était 
stir que tout y était arrété. 
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Voila pour l'étude des bacilles sans spores. Pour les spores, on les 
récoltait sur des fils de soie qu’on baignait dansl'antiseptique, pendant 
un temps variable, et qu’on portait ensuite, aprés les avoir lavés, dans on 
milieu gélalinisé. Les expériences ont porté sur le bacille du pus vert, 
le M. Prodigiosus et le Staphylococcus pyogenes aureus. Pour les spores, 
on a pris des spores charbonneuses trés résistantes. 

Les résultats ont été que la solution a 1/1,000 n’a eu aucune influence 
sur les cultures. Avec les solutions 23/41,000, les liq. I et III ont tué, au 
bout de 45 minutes, le bacille du pus vert. Vis-a-vis du staphylococcus, 
le liq. 1s’est montrée plus actif que le liq. II, car il a stérilisé ce liquide 
en 30 minutes, tandis gue le lig. IIL n’avait rien donné en une heure. 

D'une maniére générale, la solution I, qui contenait un mélange 
des 3 crésols, s’est montré plus active que les autres, tant sur les 
cullures que sur les spores. On sait que cette exaltation des antisep- 
tiques Pun par autre est un fait assez général. 

Fraenkel et Henle avaient trouvé que l’ordre de puissance était 
méta, para et orthocrésol. Ici, le paracrésol s'est révélé plus puissant 
que le métacrésol sur le M. Prodigiosus, qwil tue en 10 minutes, tan- 
dis que le métacrésol ne stérilise le liquide qu’aprés 45 minutes de 
contact. 

M. Hammer, s’en tenant alors au mélange des 3 crésols, a essayé 
d’augmenter encore leur puissanceet d’obtenir des préparations plus 
économiques en remplagant le métacréosotinate de soude par un 
mélange des trois créosotinates de soude, ou encore par les sels de 
soude formées par les dérivés sulfonés de la naphtaline. 

Les différences constatées ne sont pas grandes, mais suffisent pour 
qu’on puisse recommander de préférence, comme trés efficace, le 
mélange des 3 crésols dans le sel de soude des trois acides créosotini- 
ques. C’est un liquide brun, sirupeux, trés actif ala dose de 5/1000, 
lorsqu’on le fait agir sur des bacilles sans spores. Il Vest beaucoup 
moins sur les spores charbonneuses, qu'il met 5 jours a tuer lorsqu’il est 
a la dose de 5 0/0; mais pour les usages ordinaires, il a lavantage 
de fournir les crésols a l’état de solution neutre, et de combler une 
lacune dans les moyens d'utiliser les propriétés antiseptiques si puis- 
santes des corps de la série aromatique. 

Il serait intéressant, aprés les corps de cette série déja connus, 
d’énumérer ceux de la série de la naphtaline, qui résulte en quelque 
sorte de la soudure de deux atomes de benzine, avec élimination de 
4 molécules d’hydrogéne. Nous y rencontrerions les naphtols qui sont 
les phénols de la naphtaline, et d’autres antiseptiques moins connus. 
Mais l'étude en série de ces corps est encore peu avancée et il faut 
attendre. 
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Personne traitée prise de rage pendant le traitement. 


Sommigr, Joseph, 6 ans, demeurant A Joudes (Sadne-et-Loire) ; 
mordu le 12 aovit 4891 par un chien reconnu enragé, de son vivant, 
par M. Poly, médecin vétérinaire & Saint-Amour (Jura). La téte de 
lanimal ayant été adressée a I'Institut Pasteur, un cobaye inoculé le 
16 aott avec le bulbe a pris la rage le 15 septembre. — L’enfant Som- 
mier porte sur la joue droite, A un centimetre au-dessous de l’ceil, 
une morsure pénétrante, longue de 4 centimétres environ, qui a beau- 
coup saigné et n’a pas été cautérisée. 

Il se présente aux inoculations le 16 aotit; le 29 aout il prend la 
rougeole et est obligé d’interrompre le traitement. Le 34 aotit les pre- 
miers symptOmes de Ja rage se déclarent. Sommier est conduit a l’hé- 
pital des enfants. Il succombe a la rage le 2 septembre a 9 heures du 
matin. — Un autre enfant, mordu par Je méme chien, a subi le traite- 
ment complet et est actuellement en bonne sante. 


Personnes traitées prises de rage apres le traitement. 


JupA, Isaac, 28 ans, médecin a Salonique (Turquie), mordu le 25 mai 
1889, au petit doigt de la main droite; la blessure a saigné et a été cau- 
térisée au thermocautére par le D' Juda lui-méme quelques instants 
aprés. Le chien a mordu trois autres personnes; on l’a tué et jeté a la 
mer. 

M. Juda se présente aux inoculations le 3 juin; il subit le traite- 
ment jusqu’au 47 juin. . 

Le 8 juillet 1891, ilressent dans le doigt mordu des douleurs s’éten- 
dant le long du nerf radial; le 9, il y a hydrophobie marquée’ et la 
mort survient le 44 juillet.L’incubation de la rage a été de deux ans et 
deux mois (Observation des docteurs Sciaky et Misrachi, de Salonique). 

Pitori, Baptiste, 21 ans, demeurant 4 Laurac (Aude), mordu le 
7 février 1891 par un chien reconnu enragé, 4 Vautopsie, par M. Bar- 
baste, médecin-vétérinaire 4 Fanjeaux. Pélofi porte sur le dos de la 
premiere phalange du pouce droit cing morsures, dont quatre sont peu 
profondes; la cinquiéme, pénétrante, a beaucoup saigneé. Il subit les 
inoculations du 14 février au 3 mars. Le 5 aout, il ressent des dou- 
leurs dans le bras mordu. Le 7 aott, les premiers symptOémes de la 
rage se déclarent (hydrophobie, crachottements, etc.). IL meurt de'la 
rage convulsive le 8 aotit. (Renseignements donnes par M. d’Hébrail, 
capitaine adjudant-major.) 

Une autre personne, mordue par le méme chien, a subi le traite- 
ment complet et est actuellement en bonne santé. 


‘; ve. - 
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STATISTIOQUE ! DU TRAITEMENT PREVENTIF DE LA RAGE. — AouT 1891. 
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4. a colonne A comprend les personnes mordues par des animaux dont la 
rage est reconnue expérimentalement; la colonne B celles mordues par des ani- 


maux reconnus enragés 4 ’examen vétérinaire; la colonne C les personnes mordues 
par des animaux suspects de rage. 


Les animaux mordeurs ont été : chiens, 107 fois; chats, 
12 fois; vaches, 6 fois; cheval, 1 fois; ane, 1 fois. Dans un cas, 
la morsure a 6té faite par un enfant atteint de rage. 
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Le Gérant : G. Masson. 
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Sceaux. -- Imprimevie Charaire et Cie, 


